UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

PORCENTAJE DE RESISTENCIA AL METRONIDAZOL Y
DESCRIPCION MICROBIOLOGICA DE LA PLACA
DENTOBACTERIANA SUBGINGIVAL EN SUJETOS
MEXICANOS CON PERIODONTITIS CRONICA

TESIS

QUE PRESENTA:

ARACELI SALGADO MARTINEZ

PARA OBTENER EL TiTULO DE:

CIRUJANO DENTISTA

TUTOR:
DRA. LAURIE ANN XIMENEZ FYVIE

MEXICO, D.F. 2005

FACULTAD DE
ODONTOLOGIA




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



A la Universidad Nacional Autdénoma de
México por abrirme las puertas al
conocimiento.



INDICE

I. INTRODUCCION

A. Antecedentes bibliograficos
Enfermedad periodontal
Composicion microbiologica de la placa dentobacteriana
Terapia antibidtica sistémica para el tratamiento de la enfermedad periodontal
Usos del metronidazol en la terapia periodontal
Metronidazol: mecanismos de accion y resistencia

B. Planteamiento y justificacion del problema

C. Objetivos

D. Hipétesis

II. MATERIALES Y METODOS

A. Disefio experimental

B. Poblacioén de estudio
Criterios de seleccion
Captura de sujetos de estudio

C. Evaluacion clinica

D. Determinacion de concentraciones minimas inhibitorias de cepas de referencia control

E. Determinacion del porcentaje de la flora total cultivable subgingival resistente al
metronidazol

F. Determinacion de la composicion microbioldgica de la placa subgingival
Recoleccion y procesamiento de muestras
Especies bacterianas y condiciones de cultivo
Purificacion de DNA bacteriano y preparacion de sondas de DNA
Hibridaciones DNA-DNA
Enumeracion de especies bacterianas

G. Andlisis estadistico de datos

II1. RESULTADOS
A. Concentraciones minimas inhibitorias de cepas de referencia control
B. Porcentaje de resistencia de la microbiota total cultivable en muestras de placa
dentobacteriana subgingival
C. Composicion microbiologica de la placa subgingival

IV. DISCUSION

V. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
VI. TABLAS

VIIL. FIGURAS

VIII. ANEXOS

~N N =

10
11
11
12

13
13
13
14
14
15

17
17
18
18
19
20
20

23
23

24

26
31
42
48
56



I. INTRODUCCION

A. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS
ENFERMEDAD PERIODONTAL

El periodonto estd formado por encia, ligamento periodontal, cemento radicular y hueso
alveolar, los cuales dan soporte y proteccion al diente. En estado de salud, la encia es de color
rosado palido, presenta puntilleo y tiene una consistencia firme. El ligamento periodontal esta
constituido por fibras de tejido conectivo que rodean la superficie radicular y vinculan al cemento
radicular con el hueso (Lindhe et al., 1997). Los cambios patologicos mas comunes de los tejidos
periodontales son los procesos inflamatorios gingivales y la perdida de tejido 6seo, dichos
cambios son generados por la acumulacion de patdogenos periodontales en la placa
dentobacteriana (Genco et al., 1993; Genco, 1996; Page, 1991). La gingivitis es un proceso
inflamatorio reversible de la encia, causado por la acumulacion de placa dentobacteriana en el
cual el epitelio de union, aunque modificado por la enfermedad, se une al diente en su nivel
original y no existe pérdida de tejido dseo. En la periodontitis por otra parte, ocurre una lucha
entre los agentes patdégenos y el huésped dando como resultado los signos y sintomas
caracteristicos de la enfermedad tales como la profundizacion de la bolsa y la migracion apical de
la insercion (Genco et al., 1993). La acumulacion de productos bacterianos presentes en la placa
subgingival pueden dafar a los tejidos de soporte del diente directamente. Algunos de dichos
productos incluyen enzimas capaces de hidrolizar constituyentes de los tejidos, asi como también
acidos grasos y organicos, leucotoxinas y endotoxinas que pueden activar respuestas
inflamatorias en el huésped.

Ciertos grupos de especies bacterianas como Actinobacillus actinomycetemcomitans,

Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis y Treponema denticola juegan un papel



etiologico fundamental en el desarrollo de enfermedades periodontales (Haffajee & Socransky,
1994; Haffajee et al., 1991b; Ximenez-Fyvie et al., 2000b). La respuesta inmunologica ante
dichos patogenos inicia con la presencia de neutrofilos y macréfagos. Posteriormente, se
desencadena una respuesta inmune donde los linfocitos T y B son los principales mediadores.
Conforme la enfermedad avanza, puede haber presencia de proteinas del complemento y
complejos antigeno-anticuerpo (Pihlstrom, 2001; The-American-Academy-of-Periodontology,
2000a;  The-American-Academy-of-Periodontology, = 2000b;  The-American-Academy-of-
Periodontology, 2000c), dando como resultado un intento del sistema inmune para eliminar a los
agentes infecciosos y las sustancias secretadas por los mismos. Este proceso lleva a la destruccion
del ligamento periodontal, provocando resorcion del tejido dseo alveolar asi como eventualmente
a la pérdida de las estructuras de soporte del diente.

Debido a la naturaleza de la enfermedad periodontal, la prediccion de la progresion de la
enfermedad es importante. Existen estudios que sugieren la presencia de factores que pueden
modificar la predisposicion en el inicio y avance de la enfermedad periodontal (Craig et al., 2001;
Ezzo & Cutler, 2003; Haffajee & Socransky, 2001a; Kornman, 2001; Meisel et al., 2002; Meisel
et al., 2003; Preshaw et al., 2004). Estos modificadores se pueden dividir en factores internos
(endogenos) y externos. Dentro de los factores modificadores externos para la enfermedad
periodontal, se encuentra el tabaquismo. Estudios han demostrado que dicho habito es un riesgo
adicional para la progresion de la enfermedad periodontal (Haffajee & Socransky, 2001b).
Comparando sujetos fumadores con no fumadores, en los primeros hubo un deterioro en la
efectividad de la terapia periodontal. En la actualidad se considera que el tabaquismo es un factor
modificador externo de gran importancia para el inicio y la progresion de la enfermedad
periodontal. En un estudio se demostré que los fumadores tenian menos inflamacion clinica y

sangrado gingival que los no fumadores, esto es de vital importancia ya que se puede enmascarar



la enfermedad periodontal seria en fumadores (Axelsson et al., 1998). En otro estudio, se
demostrd que la temperatura en la bolsa periodontal es perceptiblemente mas alta en sitios sanos
y enfermos de fumadores, el aumento en la temperatura de la bolsa reduce los potenciales a corto
plazo de oxido-reduccion en la placa dentobacteriana (Dinsdale et al., 1997). Los niveles
reducidos se asocian a una disminucion de leucocitos polimorfonucleares y al aumento en la
proporcion de bacterias anaerobias (Palmer ef al., 2001). En dicho estudio se demostrdé que se
creaba un ambiente subgingival favorable para la colonizacién y crecimiento de patdgenos
periodontales anaerobios Gram negativos con el aumento en la temperatura de la bolsa, lo cual
fue corroborado en estudios previos (Loesche et al., 1983; Mettraux et al., 1984). Otros factores
de riesgo externo son la mala higiene dental, nivel socioeconémico bajo aunado a un nivel de
ensefianza bajo, aislamiento geografico (Fox ef al, 1994; Genco, 1996) y enfermedades
adquiridas particularmente la infecciéon con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
(Murray, 1994; Murray et al., 1991).

Los modificadores internos relacionados con la enfermedad periodontal incluyen factores
genéticos y enfermedades sistémicas. Los factores genéticos en la enfermedad periodontal se
manifiestan en forma agresiva principalmente en adolescentes y nifios (Michalowicz et al., 1991).
Algunos estudios han reportado especificamente un genotipo polimorfico de los genes que
codifican la interleucina 1 alfa y beta (IL-1A e IL-1B) asociado con la severidad de la
enfermedad periodontal en no fumadores (Kornman et al., 1997). En un estudio longitudinal se
demostré que la combinacion del cigarro y los polimorfismos de los genes IL-1A e IL-1B son un
factor de riesgo para la enfermedad periodontal (Kornman & di Giovine, 1998; Meisel et al.,
2002; Meisel et al., 2003). De las enfermedades sistémicas, la diabetes mellitus tipo I es
considerada un importante factor de riesgo de la enfermedad periodontal. La susceptibilidad de

los pacientes diabéticos a la destruccion periodontal puede ser multifactorial y depende de los



defectos de las células fagociticas tales como los leucocitos polimorfonucleares, de los problemas
vasculares y de los defectos estructurales de los tejidos periodontales (Genco & Loe, 1993;
Grossi et al., 1994). Los indicadores microbianos de riesgo son la presencia en cantidades
elevadas de P. gingivalis, T. forsythensis, Prevotella intermedia, T. denticola, A.
actinomycetemcomitans y Fusobacterium nucleatum (Grossi et al., 1994; Haffajee et al., 1991a;
Lindhe et al., 1997; Pihlstrom, 2001; The-American-Academy-of-Periodontology, 2000a; The-
American-Academy-of-Periodontology, 2000b; The-American-Academy-of-Periodontology,

2000c; Tsai et al., 2003; Ximenez-Fyvie et al., 2000Db).

COMPOSICION MICROBIOLOGICA DE LA PLACA DENTOBACTERIANA

La microbiota bucal esta constituida por mas de 300 especies bacterianas diferentes, que en
conjunto conforman la placa adherida a diferentes superficies de la cavidad bucal (Socransky &
Haffajee, 1994). En un surco gingival enfermo existen cuentas bacterianas de aproximadamente
10°%. Los microorganismos de la placa dentobacteriana se encuentran organizados en una
estructura que se conoce como biopelicula (Costerton et al., 1987; Costerton et al., 1995;
Stoodley et al., 2002), que se ha definido como poblaciones de bacterias agrupadas que se
encuentran embebidas dentro de una matriz de exopolisacaridos, que se adhieren entre si y a una
superficie (Costerton et al., 1987; Darveau et al., 1994). En estd biopelicula, se producen una
diversidad de productos bacterianos toxicos tales como, acidos grasos y orgéanicos como el
butirico, propiodnico, aminas, compuestos volatiles del azufre, indol, amoniaco, glucanos,
endotoxinas y antigenos que son capaces de destruir el tejido periodontal (Lindhe et al., 1997;
Pihlstrom, 2001). El desarrollo de la biopelicula empieza en las primeras horas después de una
limpieza profesional con la formacion de la pelicula adquirida que consiste en proteinas y

glucoproteinas de la saliva y el fluido crevicular. Sobre dicha pelicula se adhieren algunos grupos



de bacterias conocidas como colonizadores tempranos, que incluyen bacilos pleomorficos
anaerobios facultativos Gram positivos como especies de Actinomyces, y diversas especies de
Streptococcus de los cuales Streptococcus sanguinis es el mas frecuentemente detectado. Dichos
colonizadores tempranos, proveen medios favorables para la adhesion y congregacion de otras
especies bacterianas (Genco et al., 1993; Kolenbrander, 1995; Lindhe et al., 1997). En una
segunda etapa, se presenta la coagregacion que es producida por las adhesinas proteicas de una
bacteria a su receptor ya sea sacarido o proteico especifico encontrado en la superficie de otra
bacteria. Esta coagregacion se da entre especies bacterianas como Fusobacterium, Prevotella y
Corynebacterium, los cuales tienen la funcion de puente entre los colonizadores tempranos que se
adhieren al diente y los colonizadores tardios como T. forsythensis, P. gingivalis, T. denticola y
Selenomonas noxia entre otros (Darveau et al., 1994; Kolenbrander et al., 1989). Estos grupos de
bacterias siguen proliferando y asociandose hasta lograr una mutua interaccién y dependencia.
Para un mejor entendimiento de las asociaciones bacterianas, se describieron cinco
complejos bacterianos a los cuales se les designaron colores (Socransky et al., 1998). En el
estudio se tomaron 13,261 muestras de placa dentobacteriana de 185 pacientes a las cuales se les
analiz6 la presencia de 40 especies bacterianas por medio de sondas de DNA. A continuacion, se
mencionan algunas de las especies bacterianas incluidas en los complejos (Figura 1).
o Complejo Rojo: T. forsythensis, P. gingivalis y T. denticola.
. Complejo Naranja: F. nucleatum, Fusobacterium periodonticum, P. intermedia, Prevotella
nigrescens, Micromonas micros, Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus, Campylobacter

showae, Campylobacter gracilis y Streptococcus constellatus.



. Complejo  Verde: Capnocytophaga  gingivalis, Capnocytophaga  ochracea,
Capnocytophaga  sputigena, — Campylobacter  concisus, Eikenella corrodens 'y A.
actinomycetemcomitans serotipo a.

o Complejo Morado: Veillonella parvula y Actinomyces odontolyticus.

o Complejo Amarillo: S. sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis, Streptococcus
intermedius y Streptococcus gordonii.

o No agrupados : Actinomyces viscosus, A. actinomycetemcomitans serotipo b y S. noxia.

Las bacterias que forman parte de cada complejo estan fuertemente asociadas y existen
asociaciones especificas de los complejos entre si; es decir, los complejos rojo y naranja muestran
una asociacion significativa, mientras que los complejos morado, amarillo y verde parecen estar
mas fuertemente asociados entre si que con los complejos naranja y rojo.

El conocimiento de la organizacién y asociaciones de las especies bacterianas que
colonizan la placa dentobacteriana, facilita el entendimiento de las interacciones que existen entre
ellas y podria llevar a la creacion de estrategias mas adecuadas y especificas para el control de la

enfermedad periodontal.

TERAPIA ANTIBIOTICA SISTEMICA PARA EL TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

Existen dos formas de administracion de los antibioticos usados en la terapia periodontal, la
administracion sistémica y la local. Dos factores criticos deben ser considerados en la eleccion de
antibioticos sistémicos utilizados como tratamiento de las enfermedades periodontales. El
primero es la concentracion que el antibidtico alcanza en el fluido crevicular (Cger) la cual se
refiere a los niveles alcanzados por el antibidtico en el sitio de colonizaciéon de especies
periodontopatdgenas. El segundo factor es la concentracion minima inhibitoria (CMI) definida

como la concentracion minima del antibidtico capaz de inhibir el crecimiento de las especies



bacterianas in vitro. La actividad antimicrobiana entonces se define como la relacion que existe

entre la Cgcry la CMI (Goodson, 1994).

En la actualidad no existen antibioticos ideales para el tratamiento de las enfermedades
periodontales. Aunque un gran nimero de bacterias bucales son susceptibles a diversos agentes in
vitro, es dificil determinar la susceptibilidad de dichas especies cuando se encuentran organizadas
dentro de una estructura de biopelicula. Ademas, existe poca informacién en cuanto a la
concentracion que diferentes antimicrobianos pueden alcanzar en el fluido crevicular. Por lo
tanto, en muchos casos se utilizan combinaciones de diferentes antibidticos para eliminar al
mayor numero de especies bacterianas de las bolsas periodontales (Genco et al., 1993). Varios
estudios han reportado que la efectividad del metronidazol en el tratamiento de las enfermedades
periodontales se incrementa significativamente cuando este se utiliza en combinacion con
amoxicilina (Winkel et al., 2001). Algunos estudios han descrito mejorias clinicas y
microbioldgicas superiores con la combinacion de dichos agentes que cuando estos dos farmacos

son utilizados por separado (Serino et al., 2001; Walker & Karpinia, 2002; Winkel et al., 2001).

UsOSs DEL METRONIDAZOL EN LA TERAPIA PERIODONTAL

El metronidazol es un potente nitroimidazol bactericida. Su uso en odontologia es para
tratar principalmente gingivitis, gingivitis ulceronecrosante aguda, periodontitis cronica y
periodontitis agresiva. Se emplea como tratamiento combinado con la terapia de raspado y
alisado radicular y/o cirugia, o bien en combinacién con otros antibidticos; de los cuales el mas
frecuentemente utilizado es la amoxicilina. Algunos estudios sugieren que estas terapias permiten
la supresion del crecimiento de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y T. forsythensis los
cuales estan presentes en mayor proporcioén y en nimeros mas elevados en sitios con enfermedad

periodontal (Beikler et al., 2003; Genco et al., 1993).



Recientemente, se han reportado buenos resultados terapéuticos con la combinacion de
metronidazol y terapia mecanica ya que disminuyen el sangrado al sondeo y la profundidad de la
bolsa (Winkel et al., 2001). La combinacion de metronidazol con amoxicilina se ha recomendado
para la eliminacion de bacterias anaerobias especificas que estan presentes en algunos sitios con
enfermedad periodontal. Se ha reportado que la utilizacion del raspado y alisado radicular como
tratamiento Unico elimina la placa y la inflamacién gingival pero reduce muy poco la profundidad
de la bolsa por lo que se recomienda la terapia antibidtica junto con la terapia mecanica (Bollen
& Quirynen, 1996).

Algunos estudios han reportado que el metabolito hidroxi del metronidazol es el
responsable de la supresion de A. actinomycetemcomitans por lo que se recomienda como una
buena eleccion para la periodontitis agresiva (Herrera et al., 2002; Lindhe et al., 1997; Sigusch et
al., 2001; Walker & Karpinia, 2002). En la periodontitis agresiva el metronidazol parecié mejorar
las condiciones clinicas durante 6 meses en comparacion con el raspado y alisado por si solo
(Soder et al, 1990a; Soder et al, 1990b). Se comprobd Ila supresion de A.
actinomycetemcomitans 18 meses después de la limpieza mecénica en combinacién con
metronidazol (200mg diarios, durante 10 dias) en pacientes con periodontitis agresiva (Saxen &
Asikainen, 1993). Otros estudios han sugerido que el tratamiento con metronidazol (750mg a 1g
al dia por 14 dias) reduce la necesidad de cirugia periodontal (Loesche et al., 1992). El
tratamiento con metronidazol sistémico (200mg 4 veces al dia, por 14 dias) en combinacién con
la terapia mecanica reduce el niimero de espiroquetas (Loesche et al., 1991). Durante la terapia
con metronidazol se reducen las proporciones de Selenomonas, espiroquetas, P. intermedia 'y P.
gingivalis comparada con el raspado y alisado radicular (Loesche et al., 1992). Cuando se

combina con amoxicilina, disminuyen los niveles de P. gingivalis, T. forsythensis, P. intermedia



y A. actinomycetemcomitans (Buchmann et al., 2003; Feres et al., 2001; Hung & Douglass, 2002;

Winkel et al., 2001).

METRONIDAZOL: MECANISMOS DE ACCION Y RESISTENCIA

El descubrimiento de la azomicina (2- nitronidazol) en 1959 (Cosar & Julou, 1959) y la
demostracién de sus propiedades tricomonicidas fueron los puntos de partida para la sintesis
quimica y el estudio bioldgico de muchos nitroimidazoles. Como resultado, se sintetizd un
compuesto,  1-(B-hidroxietil)-metil-5-nitroimidazol, 1llamado actualmente  metronidazol

(Goodman-Gilman et al., 2000; Yu et al., 1999) (Figura 2).

El metronidazol es considerado como un profirmaco debido a que necesita activacion
metabolica por parte de los microorganismos sensibles. Las primeras investigaciones sugirieron
que el metronidazol inhibia la sintesis del DNA. Sin embargo, diversos estudios han indicado que
el metronidazol reducido genera la pérdida de la estructura helicoidal del DNA. El metronidazol
act@ia provocando ruptura de la estructura de la molécula de DNA de los microorganismos
anaerobios estrictos y no tiene accion contra bacterias aerobias Gram positivas y microaerofilicas
(Goodman-Gilman ef al., 2000).

Dicho farmaco ingresa a las células por difusion pasiva, su grupo nitro se reduce obligando
a las bacterias anaerobias a reducir su accion en el piruvato: en el sistema ferroxi-
oxidorreductasa, acepta electrones de la cadena transportadora de electrones, se genera un
gradiente que conduce a la formacion de compuestos intermedios de breve duracion,
quimicamente reactivos. Estos productos transitorios toxicos actuan reciprocamente con el DNA
causando ruptura del filamento y la desestabilizacion de la hélice, dando como resultado la

muerte de la célula. Los productos intermedios citotdxicos se descomponen en productos finales



inactivos incluyendo la acetamida y N-(2-hidroxietil) acido oxdmico (Goodman-Gilman et al.,
2000; Land & Johnson, 1997; Lindhe ef al., 1997; Nelson, 2003; Yu ef al., 1999).

La concentracion que alcanza el metronidazol en el fluido crevicular es de 10 a 20 ug/ml de
2 a 4 horas después de una administracion oral de 750mg (Notten et al., 1982). En otros estudios
se ha descrito la presencia de metronidazol en sangre y fluido crevicular 18 horas después de ser
administrado (Britt & Pohlod, 1986).

El metronidazol, en los ultimos afios, tomd notoriedad por su actividad contra anaerobios
Gram negativos como especies de Bacteroides tales como: Bacteroides fragilis, Bacteroides
distasonis, Bacteroides ovatus, Bacteroides thetaiotaomicron y Bacteroides vulgatus, de
Prevotella como: Prevotella melaninogenica, P. intermedia, Prevotella bivia, Prevotella disiens,
Prevotella oris, Prevotella oralis y Prevotella buccae; de Porphyromonas como: P. gingivalis y
Porphyromonas endodontalis; y de Fusobacterium como F. nucleatum, Fusobacterium
necrophorum, Fusobacterium mortiferum 'y Fusobacterium varium.

En bacterias Gram positivas tiene accion contra especies de Clostridium como: Clostridium
bifermentans, Clostridium histolyticum, Clostridium novyi y Clostridium difficile, especies de
Actinomyces;  Lactobacillus, Mobiluncus; 'y de Peptostreptococcus tales como:
Peptostreptococcus magnus, Peptostreptococcus anaerobius, Peptostreptococcus
asaccharolyticus y Peptostreptococcus prevotti asi como especies de Veillonella y M. micros.

Otras bacterias anaerobias facultativas como Helicobacter pylori, Gardnerella vaginalis, A.
actinomycetemcomitans 'y especies de Capnocytophaga también son sensibles al metronidazol. El
metronidazol actia contra protozoarios como Trichomonas vaginalis y Entamoeba histolytica
entre otros (Samuelson, 1999; Yu et al., 1999).

La resistencia adquirida al metronidazol es extremadamente rara en bacterias anaerobias;

sin embargo, se ha reportado que se puede dar al disminuir la actividad del piruvato:ferroxi
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oxido-reductasa en la cual se reduce la activacion y la entrada del metronidazol (Narikawa et al.,
1991). La resistencia del metronidazol en especies de Bacteroides se ha asociado a 5 genes nim
A, B, C, D, E y F los cuales pueden estar codificados en el genoma o en plasmidos (Gal &
Brazier, 2004), algunos de los plasmidos demostraron ser transferidos por conjugacion y tienen el
potencial para ser introducidos en especies bacterianas orales como Bacteroides, P. gingivalis y
P. intermedia (Trinh & Reysset, 1996). Asimismo, se reporto la resistencia de H. pylori debida a
una mutacion cromosomal en el gen rdxA el cual codifica la nitroreductasa NADPH (Samuelson,

1999).

B. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

La meta en el tratamiento de la enfermedad periodontal es la eliminacién de los agentes
etiologicos. Dicha eliminacion puede llevarse a cabo con el empleo de la terapéutica mecanica
y/o farmacoldgica. Sin embargo, en nuestro pais el uso indiscriminado de los antibidticos, la falta
de control para la adquisicion de los mismos y la utilizacién de dosis terapéuticas inadecuadas,
han incrementado la resistencia de cepas bacterianas. Esta investigacion estd encaminada a la
determinacion del porcentaje de microorganismos resistentes al metronidazol en la placa
dentobacteriana subgingival, siendo éste uno de los tratamientos mas comunes para la

periodontitis cronica en nuestro pais.

C. OBJETIVOS

1. Determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) de metronidazol para cepas
de referencia control.
2. Determinar el porcentaje de la flora total cultivable resistente al metronidazol en

muestras de placa dentobacteriana subgingival de sujetos mexicanos con periodontitis cronica.
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3. Describir la composicion microbiologica de la placa dentobacteriana subgingival de

sujetos mexicanos con periodontitis cronica.

D. HIPOTESIS

1. Un gran porcentaje de la microbiota subgingival presentara resistencia al metronidazol
en pacientes mexicanos con periodontitis cronica.
2. Se identificaran altas proporciones de bacterias periodontopatdégenas en muestras de

placa subgingival de pacientes mexicanos con periodontitis cronica.
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II. MATERIALES Y METODOS

A. DISENO EXPERIMENTAL

El presente proyecto de investigacion comprendid la realizacion de un estudio transversal
en donde fueron evaluadas un total de 40 cepas de referencia para determinar las CMIs de
metronidazol, 2 muestras de placa dentobacteriana subgingival de cada uno de 5 sujetos de
estudio para determinar el porcentaje de la flora total cultivable resistente al metronidazol y 28
muestras de placa dentobacteriana subgingival de los mismos sujetos de estudio para determinar
su composicion microbioldgica.

Los sujetos de estudio fueron evaluados en una visita; en la que se realiz6 una evaluacioén
del estado de salud general y periodontal del sujeto, se registraron los datos clinicos periodontales

y se realizo la recoleccion de muestras de placa dentobacteriana.

B. POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion consistiéo de un total de 5 sujetos mexicanos por nacimiento que no hubieran

recibido ningun tipo tratamiento periodontal en el pasado mas all4 de profilaxis.

CRITERIOS DE SELECCION

Para la inclusion de sujetos de estudio se tomaron en cuenta los criterios que se presentan
en la tabla 1. Fueron excluidos del estudio todos los sujetos que presentaron embarazo o que se
encontraban lactando, que hubieran tomado cualquier clase de antimicrobiano sistémico en los 3
meses previos a su evaluacion para el estudio, o que presentaron cualquier condicidon sistémica
que pudiera influir sobre el curso o severidad de la enfermedad periodontal tales como diabetes,

VIH/SIDA, hemofilia, enfermedades autoinmunes, etc.
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CAPTURA DE SUJETOS DE ESTUDIO

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

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

voluntario de participar.

C. EVALUACION CLINICA

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

Todas las mediciones clinicas fueron tomadas en una sola visita y registradas de 6 sitios por
diente (mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual) de todos los dientes en
la boca de cada sujeto de estudio excluyendo los terceros molares (maximo 168 sitios por sujeto
dependiendo del numero de dientes faltantes) de acuerdo con procedimientos previamente
descritos en la literatura (Haffajee et al., 1983).

Los parametros clinicos y el orden de las mediciones se realizaron de la siguiente manera:

1. Acumulacién de placa (0 6 1) 4. Nivel de insercion (mm)
2. Enrojecimiento gingival (0 6 1) 5. Sangrado al sondeo (0 6 1)
3. Profundidad de bolsa (mm) 6. Supuracion al sondeo (0 6 1)
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La profundidad de bolsa y el nivel de insercion se registraron al mm mas cercano utilizando
una sonda periodontal “Carolina del Norte” (UNC) de 15 mm de longitud con marcas en
intervalos de 1 mm y marcas distintivas en los intervalos de 5 mm (Hu-Friedy, Chicago, IL).
Estas medidas fueron registradas dos veces por el mismo clinico y el promedio de las dos
mediciones se utilizd para el analisis de datos. El resto de los pardmetros clinicos se evaluaron en
una sola ocasioén con mediciones dicotdmicas de presencia (1) 6 ausencia (0). Las caracteristicas

clinicas de la poblacion de estudio se presentan en la tabla 2.

D. DETERMINACION DE CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS DE CEPAS

DE REFERENCIA CONTROL

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

En la tabla 3 se presenta una lista de las 40 cepas de referencia del American Type Culture
Collection (ATCC) que fueron utilizadas para la determinar las CMIs.

Las cepas se sembraron en placas de agar enriquecido (agar base para Mycoplasma (Becton
Dickinson, Microbiology Systems, BBL®, Sparks, MD, USA) suplementado con 5% de sangre
de carnero desfibrinada (Laboratorios Microlab S.A. de C. V., México, D. F. ), 10 pg/ml de acido
N-acetilmurdmico (Sigma-Aldrich Quimica, S. A. de C. V., Toluca, México), 0.3 pg/ml de
menadione marca Sigma (vitamina K (Sigma) y 5 pg/ml de hemina (Sigma)) y se incubaron en
condiciones anaerdbicas (80% N, 10% CO,, 10% H,). Las cepas de referencia fueron
suspendidas en tubos con caldo de cultivo enriquecido (caldo base para Mycoplasma, (Becton
Dickinson), 5 pg/ml de hemina (Sigma) y 0.3 pg/ml de menadione (Sigma)) y se diluyeron hasta

obtener una densidad optica (OD) = 1 a 600 nm en un espectrofotometro. Las cepas se
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transfirieron por duplicado a placas con agar enriquecido sin antibidtico y con diferentes
concentraciones de metronidazol (0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128ug/ml). Las 40 cepas fueron
incubadas a 35°C por 7 dias en condiciones anaerobicas (80% N,, 10% CO,, 10% H,).
Transcurrido el tiempo de incubacién se analizo visualmente el crecimiento de las cepas en cada

concentracion del antibiodtico.

E. DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE LA FLORA TOTAL CULTIVABLE

SUBGINGIVAL RESISTENTE AL METRONIDAZOL

Dos muestras de placa dentobacteriana subgingival fueron recolectadas de los sitios
distobucales de cualquiera de los primeros molares en cada sujeto de estudio. Después de secar y
aislar el area de muestreo con rollos de algodon, la placa supragingival fue eliminada con una
cureta Gracey (Hu-Friedy). Las muestras de placa subgingival se tomaron utilizando curetas
Gracey estériles y colocadas en tubos de ensayo individuales con 5 ml de medio de transporte de
Ringer suplementado con 0.5mg/ml de L-cisteina y 0.0001% de rezasurina, preparado con la
técnica de PRAS (Pre-reduced Anaerobically Sterilized).

Las muestras fueron dispersadas mediante sonicacion durante 5 segundos con flujo
constante de nitrégeno. Se realizaron 4 diluciones seriales de las muestras dispersadas en medio
de transporte de Ringer en atmoésfera libre de oxigeno transfiriendo 500 pl a tubos que contenian
5 ml de medio de transporte. 100 ul de cada dilucién fueron sembrados por duplicado en placas
de agar enriquecido libre de antibidtico y con seis diferentes concentraciones de metronidazol
(0.5, 1,2, 4, 8 y 16ug/ml). Todas las placas fueron incubadas en una camara de anaerobiosis con
ambiente de 80% N, 10% CO;, y 10% H; a 35°C durante 7 dias. El tiempo entre la recoleccion

de muestras y el término de su procesamiento no excedid en ningln caso de 30 minutos.
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Después de 7 dias de incubacion se realizd un conteo de las unidades formadoras de
colonias (UFCs) que crecieron tanto en las placas con antibiotico como en las placas sin

antibiotico en la diluciéon en la que crecieron entre 30 y 300 colonias.

F. DETERMINACION DE LA COMPOSICION MICROBIOLOGICA DE LA PLACA

SUBGINGIVAL

RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

Las evaluaciones microbiologicas de la composicion de la placa subgingival se realizaron
mediante la técnica de “checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA (Socransky et al., 1994).
28 muestras de placa dentobacteriana subgingival fueron recolectadas de los sitios mesiobucales
de todos los dientes excluyendo los terceros molares en cada sujeto de estudio. Después de secar
y aislar el area de muestreo con rollos de algodon, la placa supragingival fue eliminada con una
cureta Gracey (Hu-Friedy). Las muestras de placa subgingival (n = 140) se tomaron utilizando
curetas Gracey estériles y colocadas en tubos para microcentrifugacion de 1.5 ml que contenian
100 ul de buffer TE pH 7.6 (10mM Tris-HCI, ImM EDTA). Se agregaron 100 ul de NaOH (0.5
M, Sigma) a cada tubo y las muestras fueron dispersadas. Los tubos fueron hervidos durante 10
min. y el pH neutralizado con 800 pl de acetato de amonio (5 M, Sigma). El DNA de cada
muestra fue colocado en uno de los canales abierto de un Minislot-30, concentrado en una
membrana de nylon de carga positiva de 15 x 15 cm y fijado a la membrana mediante
entrecruzamiento con luz ultravioleta seguido por incubacion a 120°C durante 20 min. Dos
canales de estdndares microbiologicos fueron colocados en cada membrana. Dichos estandares
consistieron de mezclas ajustadas a 10° y 10° células de cultivos puros de todas las cepas

bacterianas que fueron analizadas (Tabla 4).
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El empleo de la técnica de “checkerboard” permiti6 la identificacion de 40 especies
bacterianas en cada una de las 28 muestras de placa dentobacteriana de cada sujeto de estudio en
un mismo experimento. Asimismo, fue posible cuantificar los niveles, prevalencia y proporcion
de cada una de las 40 especies. De tal manera que los datos microbiologicos obtenidos de cada
sujeto de estudio incluyeron 3 matrices de datos (niveles, prevalencia y proporcion), cada una con

un total de 1,120 posibles puntos de informacion (40 sondas de DNA x 28 muestras) (Figura 3).

ESPECIES BACTERIANAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

La lista de las 40 cepas bacterianas de referencia que fueron utilizadas en el presente
estudio para la preparacion de sondas de DNA se encuentra en la tabla 4. Todas las cepas fueron
adquiridas como cultivos liofilizados del ATCC. Las cepas fueron rehidratadas en caldo para
Mycoplasma y cultivadas en agar enriquecido a 35°C de 3 a 7 dias dentro de una camara de
anaerobiosis con ambiente de 80% N,, 10% CO, y 10% H» (exceptuando Neisseria mucosa,
cultivada aerdbicamente). Las cepas que se mencionan a continuacién fueron sembradas en
medios suplementados: Campylobacter sp.: agar enriquecido suplementado en la superficie con
0.5 ml de formato (60mg/ml) - fumarato (60mg/ml); 7. denticola: caldo para Mycoplasma
suplementado con glucosa (Img/ml), niacinamida (400ug/ml), tetrahidrocloruro de esparmina

(150 pg/ml), isobutirato de sodio (20ug/ml), (-cisteina (1 mg/ml), pirofosfato de tiamina (5

ug/ml) y suero bovino (0.5%).

PURIFICACION DE DNA BACTERIANO Y PREPARACION DE SONDAS DE DNA

El crecimiento después de 3 a 7 dias de cultivo fue recolectado y colocado en tubos para
microcentrifugacion de 1.5 ml que contenian 1 ml de buffer TE pH 7.6. Las células fueron

lavadas dos veces mediante centrifugacion en buffer TE a 3,500 rpm durante 10 min.
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Posteriormente, fueron resuspendidas mediante sonicacion durante 15 seg. y lisadas a 37°C
durante 1 hora ya sea con 10% SDS y proteinasa K (20 mg/ml, Sigma) para las especies Gram
negativas, 6 con una mezcla enzimatica que contenia 15 mg/ml de lisozima (Sigma) y 5 mg/ml de
achromopeptidasa (Sigma) en buffer TE (pH 8.0) para las especies Gram positivas. El DNA fue
aislado y purificado utilizando una técnica estdndar previamente descrita (Smith et al., 1989). La
concentracion de DNA fue determinada mediante mediciones espectrofotométricas de la
absorbancia a 260 nm. La pureza de las preparaciones fue valorada mediante el calculo de la
relacion entre las mediciones de las absorbancias a 260 nm y 280 nm. Las sondas de DNA
genomicas fueron preparadas para las 40 especies bacterianas (tabla 4) mediante el marcaje con
digoxigenina (Roche) de 1pug de DNA purificado utilizando la técnica de primers aleatorios

(random primer technique) previamente descrita (Feinberg & Vogelstein, 1983).

HIBRIDACIONES DNA-DNA

Las membranas fueron prehibridizadas a 42°C durante 1 hora en solucion de prehibridacion
que contenia 50% de formamida, 5x citrato salino estandar (SSC) (1x SSC = 150 mM NaCl, 15
mM citrato de sodio, pH 7.0), 1% caseina, 5x solucién Denhardt, 25mM fosfato de sodio (pH
6.5) y 0.5mg/ml de RNA de levadura (Roche). La membrana con DNA fijado de las cepas
aisladas fue colocada en un Miniblotter-45 (Immunetics) con los canales de las muestras rotados
90° en relacién a los canales de hibridacion. Esto produjo un patréon de tablero de ajedrez
(checkerboard) de 30 x 45. Las sondas de DNA fueron diluidas a una concentracion de
aproximadamente 20 ng/ml en solucidén de hibridacion (45% formamida, 5x SSC, 1x solucion
Denhardt, 20mM fosfato de sodio (pH 6.5), 0.2mg/ml de RNA de levadura, 10% sulfato de
dextrano y 1% caseina), colocadas en canales de hibridacion individuales del Miniblotter-45 e

hibridizadas una noche a 42°C con el aparato sellado dentro de una bolsa de plastico para evitar
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evaporacion de las sondas de DNA. La concentracion de cada sonda fue ajustada mediante
pruebas preliminares de ensayo y error para que todas las sondas detectaran un rango de células
entre 10* y 10”. Las membranas fueron lavadas dos veces a alta astringencia durante 20 min. cada

vez a 68°C en buffer de fosfato (0.1x SSC y 0.1% SDS) utilizando un bafio con circulacion.

ENUMERACION DE ESPECIES BACTERIANAS

Las membranas fueron bloqueadas mediante su incubacion durante 1 hora en buffer
bloqueador que contenia 1% de caseina en buffer de maleato (100mM &cido maléico, 150mM
NaCl, pH 7.5). Los hibridos fueron detectados incubando las membranas en una dilucion de
1:50,000 de anticuerpo contra digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina (Roche) utilizando la
modificacién previamente descrita (Engler-Blum ef al.,, 1993). Después de ser lavadas, las
membranas fueron incubadas en un agente quimioluminiscente de deteccion (CDP-Star, Roche) a
37°C durante 1 hora y las sefales fueron detectadas mediante la exposicion de las membranas a
peliculas autoradiograficas dentro de cassettes a temperatura ambiente durante 35 min. Las
peliculas fueron reveladas siguiendo procedimientos estandar y las sefales fueron evaluadas
visualmente sobre un negatoscopio para determinar la identidad de las cepas aisladas de cada

muestra.

G. ANALISIS ESTADISTICO DE DATOS

Se realizd un analisis estadistico descriptivo de los pardmetros clinicos evaluados tales
como edad, nimero de dientes faltantes, género, porcentaje de fumadores, profundidad de bolsa,
nivel de insercion, acumulacién de placa, enrojecimiento gingival, sangrado al sondeo y
supuracion, los cuales se expresan como media + error estindar de la media (EEM) y rango

(Tabla 2).
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Asimismo, se efectu6 la determinacion de las CMIs de cada una de las 40 cepas de
referencia control. Utilizando el punto de corte sugerido por la National Comitee for Laboratory
Standards (NCCLS) de 16 pg/ml, las CMIs fueron utilizadas para determinar la resistencia o
sensibilidad al metronidazol de cada una de las cepas de referencia control (Tabla 5).

El porcentaje de resistencia de la microbiota subgingival total cultivable se determind
mediante el conteo de las unidades formadoras de colonias (UFCs) presentes en las placas sin
antibidtico y con 0.5, 1, 2, 4, 8 y 16 ug/ml de metronidazol para cada muestra de cada sujeto de
estudio. El nimero de UFCs en las placas sin antibiotico fue considerado como el 100% de
crecimiento para cada muestra, a partir del cual se calcul6 el porcentaje de crecimiento en cada
concentracion del antibidtico. Los porcentajes obtenidos para cada concentracion del antibidtico
fueron promediados entre las muestras de cada sujeto de estudio y después entre el total de la
poblacion. Los datos se expresan como media £+ EEM (Figura 4). Dichos datos fueron utilizados
también para determinar las concentraciones requeridas de metronidazol para inhibir el 10%,
50% y 90% (CMI'’, CMI’’ y CMI™) del crecimiento bacteriano total en la placa subgingival
(Tabla 6).

Los datos microbioldgicos con los que se contaron de cada sujeto de estudio para
determinar la composicién microbioldgica de la placa subgingival fueron las cuentas absolutas de
40 especies bacterianas (Tabla 4) en hasta un maximo de 28 muestras de placa subgingival. Los
analisis describen la composicion microbioldgica de la placa subgingival mediante 3 pardmetros:
cuentas bacterianas x 10’ (niveles), porcentaje de sitios colonizados (prevalencia) y porcentaje
del total de cuentas de las sondas de DNA (proporcion). Cada pardmetro fue calculado mediante
la determinacion de los niveles, prevalencia y proporcion por separado en cada muestra de cada
sujeto de estudio, promediado para cada sujeto de estudio y después entre los sujetos del total de

la poblacion. Los niveles y la prevalencia se expresan como media + EEM para especies
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bacterianas individuales (Figuras 5y 6) y la proporcion como porcentaje promedio de grupos de

microorganismos (Figuras 7 y 8).
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III. RESULTADOS

A. CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS DE CEPAS DE REFERENCIA

CONTROL

En la tabla S se resumen las CMIs de las 40 cepas de referencia control. La susceptibilidad
(S) y resistencia (R) de cada cepa estan indicadas en las columnas 3 y 6 de la tabla considerando
el punto de corte recomendado por la NCCLS para el metronidazol de 16 pg/ml. 24 de las 40
cepas de referencia (60%) fueron resistentes al metronidazol incluyendo las 7 especies de
Streptococcus y las 4 de Actinomyces probadas. Otras especies resistentes incluyeron importantes
patogenos periodontales como A. actinomycetemcomitans serotipo b, T. forsythensis, M. micros y
S. noxia. Sin embargo, otros patogenos periodontales como A. actinomycetemcomitans serotipo a,

P. gingivalis, P intermedia y F nucleatum fueron sensibles al antibidtico.

La concentracion de metronidazol capaz de inhibir el 10% y 50% de la microbiota total
cultivable fue de 0.5 pg/ml. Sin embargo, el 90% del crecimiento bacteriano total fue inhibido a

una concentracion mayor a 16 ug/ml (Tabla 6).

B. PORCENTAIJE DE RESISTENCIA DE LA MICROBIOTA TOTAL CULTIVABLE EN

MUESTRAS DE PLACA DENTOBACTERIANA SUBGINGIVAL

En la figura 4 se resumen los porcentajes promedio de UFCs que mostraron crecimiento en
presencia de cada una de las concentraciones de metronidazol. Del 23.9% al 14.5% de la flora
subgingival total cultivable mostré crecimiento en presencia de las 6 concentraciones de
metronidazol evaluadas. Se observaron solo cambios minimos en el porcentaje promedio de
UFCs presentes en las diferentes concentraciones del antibidtico sin una tendencia clara a la

disminucidn en las concentraciones mas elevadas.
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C. COMPOSICION MICROBIOLOGICA DE LA PLACA SUBGINGIVAL

En la figura 5 se presentan las cuentas promedio x10° (+ EEM) de 40 especies bacterianas.
Todas las especies evaluadas fueron detectadas en muestras de placa subgingival. Eubacterium
saburreum, V. parvula, P. gingivalis, T. forsythensis y Corynebacterium matruchotii presentaron
las cuentas promedio mas elevadas. Cabe destacar que los 3 reconocidos periodontopatdgenos; P.
gingivalis, T. forsythensis y T. denticola, presentaron cuentas promedio por arriba de 6 x 10’
(19.4, 13.5 y 6.5 x 10° respectivamente). Otras especies generalmente presentes en niveles
elevados en muestras de placa subgingival de sujetos sanos y con enfermedad periodontal tales
como A. viscosus, Actinomyces israelii y Actinomyces naeslundii serotipo 1 presentaron cuentas
promedio relativamente bajas de 3.2 a 1.3 x 10°.

En la figura 6 se resume la prevalencia promedio (= EEM) de las 40 cepas bacterianas
analizadas en los 5 sujetos de estudio. La prevalencia promedio de periodontopatégenos
importantes como P. gingivalis, T. denticola, T forsythensis, F. nucleatum, P. intermedia, M.
micros y C. rectus fue mayor al 50% de los sitios (91%, 86%, 66%, 64%, 54%, 52% y 51%
respectivamente). Por otra parte, algunas especies “benéficas” como S. sanguinis, C. ochracea y
A. naeslundii 1 se encontraron colonizando un bajo porcentaje de sitios (44% a 31%).

En la figura 7 se presenta la proporcion promedio de grupos de microorganismos. Las 40
especies bacterianas fueron agrupadas de manera similar a la descripcion de los complejos
bacterianos en la placa subgingival (Socransky et al., 1998), las excepciones se describen en el
pie de la figura. En conjunto las especies de los complejos rojo y naranja, cominmente
reconocidas como patdgenos periodontales, representaron el 50.5% de las especies detectadas. La
proporcion de especies de Actinomyces agrupadas en el segmento azul representaron inicamente

el 5.4% de los microorganismos detectados. El 27.6% de las especies bacterianas detectadas se
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compuso por microorganismos no clasificados dentro de los complejos bacterianos de la placa
subgingival como C. matruchotii, Selenomonas artemidis, E. saburreum, P. endodontalis, N.
mucosa, Eubacterium sulci, Propionibacterium acnes, P. melaninogenica, Gemella morbillorum
y Leptotrichia buccalis.

Tomando en consideracion la proporcion promedio detectada para los 40 microorganismos
individuales en muestras de placa subgingival de la poblacion de estudio utilizando la técnica de
“checkerboard”y los resultados de los experimentos para determinar las CMIs de 40 cepas de
referencia, en la figura 8 se presenta una inferencia de las proporciones promedio de los grupos
de microorganismos que pudieron haber sido sensibles y resistentes al metronidazol en las
muestras de placa dentobacteriana. De acuerdo con los resultados de las CMIs para cepas de
referencia se infirié que el 55.1% y el 44.9% de los microorganismos presentes en muestras de
placa subgingival pudieron haber sido representados por especies bacterianas sensibles y
resistentes al metronidazol respectivamente . Asimismo, el 22.7% de las especies bacterianas en
muestras subgingivales pudo haber estado representado por especies periodontopatdgenas

resistentes al metronidazol.
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IV. DISCUSION

El metronidazol es un antibidtico con gran actividad bactericida contra un gran nimero de
bacterias anaerobias y microaerofilicas (Freeman et al., 1997). Dicho antibidtico, es ampliamente
utilizado en combinacidn con el raspado y alisado radicular y/o algun otro antibidtico, como la
amoxicilina, para el tratamiento de las enfermedades periodontales.

Se han publicado diversos articulos sobre las mejorias clinicas después de la administracion
de metronidazol tales como, la disminucién en la profundidad de la bolsa periodontal, la ganancia
en el nivel de insercion y la disminucion en el sangrado al sondeo (Flemmig et al., 1998; Van
Winkelhoff et al., 1989). Asimismo, se han reportado cambios microbioldégicos importantes en
los que especies bacterianas como A4. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythensis y P.
intermedia fueron eliminadas y/o su proporcion disminuida después de la administracion de
metronidazol (Winkel et al., 1997). La proporcion de otras especies bacterianas como A.
odontolyticus, especies de Fusobacterium, E. corrodens y espiroquetas fue también reducida
(Gusberti et al., 1988).

El desarrollo de resistencia al metronidazol por especies bacterianas periodontales, no ha
sido reportado. La escasez de informacion ha llevado a la generalizacion de que la resistencia al
metronidazol por dichas especies bacterianas es rara, sin embargo, en estudios de especies
bacterianas asociadas con infecciones en otras partes de organismo se ha descrito la resistencia al
metronidazol de especies tales como B. fragilis y H. pylori (Banatvala et al., 1994; Noach et al.,
1994; Samuelson, 1999). Dichos estudio han sefalado que la mayoria de las cepas resistentes
presenta resistencia de bajo nivel que puede ser vencida aumentando la dosis de metronidazol.

Sin embargo, el conocimiento de los determinantes genéticos relacionados con la

resistencia al metronidazol sigue siendo escaso en la actualidad (Bereswill et al., 2003; Haggoud
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et al., 2001). A la fecha, se conoce que en algunas especies de Bacteroides la resistencia al
metronidazol se asocia a la presencia de 5 genes llamados nim A, B, C, D, E y F los cuales
pueden ser codificados en el genoma o en plasmidos (Gal & Brazier, 2004), algunos de estos
plasmidos pueden ser transferidos por conjugacion y tienen el potencial para ser introducidos en
una gran diversidad de especies bacterianas incluyendo aquellas que colonizan la cavidad oral
(Trinh & Reysset, 1996).

En el presente estudio el porcentaje de resistencia a cada una de las concentraciones de
metronidazol evaluadas fue del 23.9% al 14.5% de la flora subgingival total cultivable. Se
observaron cambios minimos en el porcentaje de UFCs resistentes de una concentracion a otra
del antibidtico y no existido una tendencia a la disminucion en las concentraciones mas elevadas
como se habia esperado. Este hallazgo se contrapone con otros reportes en la literatura en los que
se reportd que de 15 a 20 pg/ml de metronidazol eran suficientes para inhibir la mayoria de las
bacterias anaerobias encontradas en la placa subgingival (Britt & Pohlod, 1986). En el presente
estudio, se determind que para inhibir el 90% de las bacterias cultivable en muestras
subgingivales de la poblacion mexicana se requieren concentraciones superiores a 16 pg/ml.
Cabe mencionar que debido a que la concentraciéon maxima evaluada en el presente estudio fue

de 16 pg/ml, no fue posible determinar la CMI”

exacta, Unicamente se pudo confirmar que en
promedio fue >16 pg/ml. Sin embargo, considerando que el punto de corte para metronidazol
sugerido por la NCCLS es de 16 pg/ml y que las concentraciones que han sido reportadas de
metronidazol en el fluido crevicular después de la administracion de 750mg por via oral oscilan
entre 10 y 20 pg/ml (Notten et al., 1982). Esto no representa una limitante real en la

interpretacion de los resultados del presente estudio. Incluso si supusiéramos que la

concentracion siguiente a 16 pg/ml (32 pg/ml) hubiera sido la CMI*®, no seria posible inhibir el
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crecimiento del 90% de la microbiota subgingival cultivable clinicamente con la administracion
de dosis terapéuticas de metronidazol.

En la presente investigacion se evaluaron 40 cepas de referencia control a diferentes
concentraciones (0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128ug/ml) de metronidazol, para determinar cuales
eran resistentes considerando el punto de corte recomendado por la NCCLS. Un resultado
inesperado fue que 24 de las 40 cepas de referencia (60%) fueron resistentes a 32 pg/ml o mas de
metronidazol. Debido a que la actividad bactericida del metronidazol se obtiene principalmente
contra bacterias anaerobias, se esperaba que algunas de las especies facultativas evaluadas tales
como miembros de los géneros Actinomyces y Streptococcus mostraran resistencia al antibiotico.
Los resultados del presente estudio comprobaron esta suposicion, lo cual concuerda con reportes
previos en la literatura (Feres et al., 2002). Las cuatro especies de Actinomyces (A. israelii, A.
naeslundii 1, A. odontolyticus y A. viscosus) y las 7 especies de Streptococcus (S. anginosus, S.
constellatus, S. gordonii, S. intermedius, S. mitis, S. oralis y S. sanguinis) fueron resistentes a
concentraciones de metronidazol de 64 a >128 pg/ml. Sin embargo, otras especies anaerobicas
estrictas como E. corrodens, M. micros, P. endodontalis, S. noxia y T. forsythensis mostraron
también resistencia al firmaco en concentraciones de 64 a >128 pg/ml.

Cabe destacar que aproximadamente el 46% de las cepas de referencia que mostraron
resistencia al metronidazol fueron patéogenos periodontales putativos o reconocidos, incluyendo
A. actinomycetemcomitans serotipo b, E. corrodens, M. micros, S. noxia y T. forsythensis. En
otros estudios se han reportado también CMIs a metronidazol de algunas de las mismas cepas que
fueron resistentes en el presente estudio. Sin embargo, no en todos los casos se encontraron
coincidencias. M. micros fue evaluada en dos estudios en los que se reportaron CMIs de 8 pg/ml
(Citron et al., 1995) y 12 ng/ml (Poulet et al., 1999). En un estudio similar se report6é la CMI de 8

pug/ml para T. forsythensis. En lo que respecta a A. actinomycetemcomitans los reportes son
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controversiales. En algunos estudios se determindé la susceptibilidad de dicho microorganismo a
metronidazol con una CMI de 8ug/ml (Baker et al., 1985), mientras que en otros se reportd
resistencia al mismo antibidtico (Eick et al., 2004; Madinier et al., 1999; Miyake et al., 1995).
Una posible explicacion de esta discrepancia es que la mayoria de dichos estudios no
especificaron el serotipo de A. actinomycetemcomitans evaluado. En el presente estudio fueron
evaluados los serotipos a y b, y se determind que el serotipo a era sensible a una concentracion de
8 ug/ml, mientras que el serotipo b fue resistente a una concentracion de 64 pg/ml.

Otros patogenos periodontales como P. gingivalis, P. intermedia y F. nucleatum fueron
sensibles a concentraciones por debajo del punto de corte sugerido para el metronidazol, lo cual
concuerda con estudios previos en los cuales se reportaron CMIs de metronidazol de 0.122 pg/ml
para P. gingivalis, 0.98 ng/ml para P. intermedia y 0.242 pg/ml para especies de Fusobacterium
(Hecht et al., 1995; Poulet et al., 1999).

La microbiota subgingival de la poblacion de estudio estuvo predominada tanto en niveles
como en prevalencia y proporcion por especies consideradas como patégenos periodontales.
Algunas de dichas incluyeron P. gingivalis, T. forsythensis, P. nigrescens, P. intermedia, M.
micros y T. denticola. Se detectaron niveles, prevalencia y proporcion bajos de la mayoria de las
especies “benéficas” periodontales tales como C. matruchotii, A. naeslundii 1, A. israelii, A.
odontolyticus y A. viscosus. Este resultado no fue sorprendente debido a que en la poblacion de
estudio se incluyeron unicamente sujetos con periodontitis cronica severa. Existe una gran
cantidad de informacion en la literatura en la que se demuestra que en poblaciones con
enfermedad periodontal los niveles, prevalencia y proporcion de especies patégenas periodontales
se encuentran aumentados en comparacion a poblaciones periodontalmente sanas y que dicho

aumento se da a expensas de las especies “benéficas” periodontales (Ali et al., 1997; Haffajee et
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al., 1999; Haffajee et al., 1998; Socransky & Haffajee, 1991; Ximenez-Fyvie et al., 2000a;
Ximenez-Fyvie et al., 2000b).

Tomando en consideracion los resultados de la composicion microbiologica de la placa
subgingival y de las CMIs de cepas de referencia, se pudo inferir que una proporcion significativa
(22.7%) de las especies que se encontraron en la placa subgingival de sujetos mexicanos con
periodontitis crénica, pudieron haber sido patégenos periodontales resistentes al metronidazol.
Estos resultados se contraponen a otros estudios en los que se ha reportado una gran efectividad
del metronidazol contra patégenos periodontales en poblaciones de otras ubicaciones geograficas
(Kleinfelder et al., 1999; Poulet et al., 1999) y concuerdan con un reporte en el que fueron
evaluados 9 antibidticos; incluyendo el metronidazol, concluyendo que el medicamento menos
efectivo y ante el cual se presento el porcentaje mas elevado de resistencia de microorganismos
de la placa subgingival fue el metronidazol (Walker et al., 1983).

En conclusion, los resultados del presente estudio sugieren que para el tratamiento de la
periodontitis crénica en la poblacion mexicana, la utilizacion de metronidazol puede no ser
efectiva. Esto es debido a que un alto porcentaje de la flora subgingival total cultivable mostré
crecimiento en presencia de metronidazol y no fue posible inhibir el 90% del crecimiento
bacteriano con concentraciones de metronidazol por debajo del punto de corte sugerido por la
NCCLS. Asimismo, de acuerdo con las concentraciones alcanzables de metronidazol en el fluido
crevicular, los presentes resultados indican que no seria posible inhibir el 90% del crecimiento
bacteriano con la administracion de dosis terapéuticas del antibidtico. Finalmente, de acuerdo con
la composicion microbioldgica de la placa subgingival en la poblacioén de estudio y las CMIs de
las cepas de referencia, se puede inferir que mas del 20% de los microorganismos que
sobrevivirian en presencia de las concentraciones alcanzables de metronidazol en el fluido

crevicular serian importantes patégenos periodontales.
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VI. TABLAS

Tabla 1. Criterios de seleccion de sujetos de estudio.

Grupo de Estudio Edad Numero de Dientes Nivel de Insercion (NI)

> 20 excluyendo terceros molares y .
Periodontitis Cronica > 29 afios = 8 sitios con NI 2 6 mm
con > 2 primeros molares
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de la poblacion de estudio (N =5).

Media £+ EEM* Rango
Edad (anos) 452+43 30-54
Numero de dientes faltantes 5+£1.0 1-7
Género (% mujeres) 40
% fumadores 20
Profundidad de bolsa promedio (mm) 46+04 3.7-5.7
Nivel de insercion promedio (mm) 53+£04 4.3-6.6
% sitios con:
Acumulacion de placa 269+6.1 15.2-47.7
Enrojecimiento gingival 89+5.4 0-29.5
Sangrado al sondeo 52.5+8.2 26.2-75
Supuracion 7.8£2.9 0-17.4

* Error estandar de la media.
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Tabla 3. Cepas de referencia control empleadas para la determinacion de CMIs.

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

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

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

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

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

Especie CMI S/R* Especie CMI S/R*
A. actinomycetemcomitans a 8 S G. morbillorum >128 R
A. actinomycetemcomitans b 64 R L. buccalis 1 S
A. israelii 128 R M. micros >128 R
A. naeslundii 1 128 R N mucosa >128 R
A. odontolyticus 1 >128 R P. gingivalis 0.5 S
A. viscosus >128 R P. endodontalis 64 R
C. gracilis 2 S P.intermedia 0.5 S
C .rectus 2 S P. melaninogenica 0.5 S
C. showae > 128 R P. nigrescens 1 S
C gingivalis 32 R P acnes >128 R
C. ochracea 8 S S noxia >128 R
C. sputigena 32 R S anginosus >128 R
C. matruchotii >128 R S constellatus >128 R
E. corrodens >128 R S. gordonii 64 R
E. saburreum 0.5 S S intermedius >128 R
E. sulci 1 S S mitis >128 R
F. nucleatum ss nucleatum 0.5 S S oralis >128 R
F. nucleatum ss polymorphum 0.5 S S. sanguinis >128 R
F. nucleatum ss vincentii 0.5 S T forsythensis >128 R
F. periodonticum 0.5 S V. parvula 16 S

*S = sensible, R = resistente. Determinado de acuerdo al punto de corte sugerido por la NCCLS

de 16 pg/ml.

46



Tabla 6. Concentraciones minimas inhibitorias de la microbiota total cultivable en muestras de

placa dentobacteriana subgingival.

cMmr? [0)\Y | 6 cmr”

Concentracion (pg/ml) 0.5 0.5 >16
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VII. FIGURAS

A. viscosus
V. parvula
A. odontolyticus
s mm? C. rectus
S. oralis
S. sanguinis C. gracilis
P. intermedia
P. nigrescens
Streptococcus sp. M. micros p. gingivalis
S. gordonii S. constellatus 7 (= Al E. nodatum B. forsythus
S. intermedius F. nuc. nucleatum T. denticola

F. nuc. polymorphum
F. periodonticum

E. corrodens
C. gingivalis C. showae

C. sputigena S. noxia

C. ochracea

C. concisus A. actinomycetemcomitans b
A. a. a.

Figura 1. Se analizaron 13,261 muestras de placa dentobacteriana de 185 pacientes para
determinar la presencia de 40 especies bacterianas por medio de sondas de DNA (Socransky et
al., 1998). Cinco complejos bacterianos fueron descritos de acuerdo con las asociaciones entre
diferentes especies. Cada complejo fue designado con un color para facilitar su descripcion.
Algunas especies bacterianas no tuvieron asociaciones suficientemente fuertes con otras para ser
incluidas dentro de algin complejo. Dichas especies fueron Actinomyces viscosus, A.
actinomycetemcomitans serotipo b y S noxia. Las asociaciones entre complejos estan

representadas por la posicion de los mismos en la figura.
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CH,CH,OH

Figura 2. Estructura del metronidazol (1-(B-hidroxietil)-metil-5-nitroimidazol).
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Figura 3. La técnica de “checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA permite la identificacion
de hasta 40 especies bacterianas en cada una de 28 muestras de placa dentobacteriana en un
mismo experimento. Los carriles horizontales contiene las muestras de placa dentobacteriana y
perpendicularmente a los mismos, los carriles verticales que atraviesan cada carril horizontal
contienen las sondas de DNA. Esta acomodacion da como resultado un patron de tablero de
ajedrez (checkerboard) con 1,120 posibles “sefales” (puntos negros) que representan
identificaciones positivas. Los 2 carriles horizontales en el extremo inferior de la membrana
contienen estandares bacterianos con mezclas de las 40 especies evaluadas ajustadas a 10° y 10°,
los cuales permiten la cuantificacion de las sefiales en el resto de la membrana y la comprobacion

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

sujetos de la poblacion.
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Figura 5. Niveles promedio (cuentas x10° + EEM) de cada una de las 40 especies evaluadas en

muestras de placa subgingival de 5 sujetos mexicanos con periodontitis cronica. Los niveles

fueron calculados para cada especie en cada muestra de placa, promediados entre las muestras de

cada sujeto y posteriormente entre los sujetos de la poblacion.
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Figura 6. Prevalencia promedio (% sitios colonizados + EEM) de cada una de las 40 especies

evaluadas en muestras de placa subgingival de 5 sujetos mexicanos con periodontitis crénica. La

prevalencia fue calculada para cada especie en cada muestra de placa, promediada entre las

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

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

en el experimento para determinar CMIs.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1. Forma de consentimiento informado.

INVESTIGADOR RESPONSABLE: Dra. Laurie Ann Ximénez-Fyvie.

CLINICOS RESPONSABLES: Dra. Velia Jacobo-Soto.

Dra. Argelia Almaguer-Flores.

INSTITUCION: Laboratorio de Genética Molecular
Div. de Estudios de Posgrado e Investigacion

Facultad de Odontologia, UNAM

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

TITULO DE LOS PROYECTOS:

Factores microbiologicos y genéticos relacionados con las
enfermedades periodontales en México.

(CONACYT # J-34909-M)

Influencia de niveles creviculares de citocinas sobre las

enfermedades periodontales en México.

(DGAPA # IN205402)

Espiroquetas periodontales cultivables y no cultivables.

(NIH # DE-10374, NIDCR)

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

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

de las encias.

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

y sin enfermedades de las encias.

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

Asimismo, en el caso de ser mujer, no puede estar embarazada ni lactando.

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

mas de los siguientes procedimientos:

o La realizacion de una evaluacion periodontal completa, la cual consistird en medir la
profundidad de las pequefias “bolsas” que se encuentran entre sus dientes y sus encias. Estas
medidas serdn tomadas con un instrumento especial llamado sonda que sera introducido en dichas

“bolsas” en 6 lugares diferentes alrededor de cada diente de su boca. Este es un procedimiento de
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rutina ampliamente utilizado en la practica dental. Ademas de lo anterior, se le realizara una
evaluacion general de la salud de sus encias para saber si sangran, si estan inflamadas, si estan

enrojecidas, etc.

o La obtencion de algunos de sus datos generales y médico, lo cual consistira en el llenado de
una historia clinica con preguntas que le seran leidas por el clinico que lo atienda y la medicion

de su peso, estatura, presion sanguinea, pulso y porcentaje de grasa corporal.

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

sera colocada dentro de un tubo.

o La toma de 1 muestra de 3 ml de sangre, lo cual se realizard siguiendo los mismos
procedimientos que se llevan acabo en laboratorios de diagnostico clinico acreditados. Dicho
procedimiento consiste en colocar una liga gruesa ligeramente apretada alrededor de su brazo
para facilitar la visualizacion de sus venas. Posteriormente, se introduce una aguja a una vena de
alguno de sus brazos y se deposita la sangre en un tubo de vidrio conforme sale de la vena. La
liga y aguja seran retiradas y el sitio de puncion seréd cubierto con un curita una vez que el clinico
determine que ha dejado de sangrar. Este procedimiento puede causarle dolor o molestias

principalmente en el sitio de la puncion.

° La toma de 4 muestras de fluido de sus encias, lo cual se realizara colocando una tira de

papel en el espacio entre sus dientes y sus encias en 4 dientes de su boca. Este procedimiento no
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conlleva ninguna molestia. Cada muestra sera medida en un aparato para determinar la cantidad

de fluido y colocada en un tubo.

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

500 (quinientas) personas.

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

necesarios para su caso.

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

causarle algunas molestias menores pero no duraderas en el sitio de la puncion.

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

desechables y/o estaran esterilizados para su proteccion.

BENEFICIOS: Usted debe entender que su participaciéon no le proporcionard ningin
beneficio inmediato ni directo. Sin embargo, gracias a su participacion, se obtendra informacion

nueva y mas extensa sobre las causas y los factores que intervienen en las enfermedades de las
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encias en la poblaciéon de México, lo cual podria ayudar en un futuro no sélo al mejor
entendimiento de dichas enfermedades, sino también a la blisqueda y empleo de nuevos

tratamientos para nuestra poblacion.

COMPENSACIONES: Usted debe entender que no existe ninguna compensacion

monetaria por su participacion pero que tampoco incurrird en ningin gasto adicional.

CONFIDENCIALIDAD: Usted debe entender que toda la informacidon que sea obtenida
tanto en sus historiales clinicos como en el analisis de sus muestras sera mantenida en estricta
confidencialidad. Asi mismo, si cualquier publicacion resultara de estas investigaciones, no se le

identificara jamas por nombre.

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

st asi lo creyeran conveniente.

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

superior de la primera pagina de esta forma.
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ACUERDO: Al firmar en los espacios provistos a continuacion usted constata que ha leido
y entendido esta forma de consentimiento y que esta de acuerdo con su participacion en estos

estudios. Al terminar la visita recibird una copia de esta forma.

Nombre del Sujeto Firma del Sujeto Fecha
(Dia/mes/afio)

Nombre del Clinico Responsable Firma del Clinico Responsable Fecha
(Dia/mes/afio)
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