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Resumen (abstract)

El objetivo del presente estudio es evaluar la sensibilidad de microorganismos
periodontales (P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum y E. corrodens)
frente a clorhexidinas (CHX) de uso habitual en Republica Dominicana al 0.06%, 0.12%
y una combinacion de clorhexidina al 0.15% mas peroxido de hidrégeno y extracto de
Caesalpinia coriaria (CHX0.15%+H0,+Cc). Se llevaron a cabo ensayos de dilucion en
placa, difusion en agar y Short Interval Kill Test a tres tiempos (1, 3 y 5 minutos) y con
tres volimenes de suspension bacteriana. Pruebas estadisticas de ANOVA, HSD-Tukey,
T-Student y de Friedman fueron aplicadas. Los resultados mostraron diferencias
significativas en cuanto a sensibilidad entre las bacterias evaluadas y los enjuagues
evaluados. La CHX 0.06%, CHX 0.15%+H.02+Cc y una de las CHX 0.12% mostraron
menor inhibicion bacteriana al ser comparadas con las demés CHX 0.12%. La prueba de
Friedman determind que hay diferencias significativas en la viabilidad bacteriana

dependiendo de volumen de suspension de bacteria, mas no asi en tiempo de contacto.



CAPITULO 1: INTRODUCCION



Introduccion

En la odontologia se trabaja en funcion de dos objetivos: la prevencion y/o el tratamiento
de una enfermedad o patologia. La cavidad oral tiene més de 700 microorganismos de los
cuales se conoce y se ha comprobado que entre 10-14 son patogenos y causan enfermedad
periodontal.! Para combatir la enfermedad periodontal, enfermedad que dafa los tejidos
de soporte del diente, existen multiples abordajes. La razén principal de la enfermedad
periodontal esta relacionada con la biopelicula, estructura organizada de microorganismos
que se encuentran en una matriz de glicocalix que le brindan mayor proteccion a los
mismos frente a los métodos de remocion para su eliminacion.? Ademas del uso del cepillo
y el hilo dental, en la rama de la Periodoncia se utilizan antisépticos como coadyuvantes al
tratamiento para accesar a lugares que de otra forma seria imposible. Entre los antisépticos
mas conocidos esta la clorhexidina, que viene en distintas concentraciones y es preferida
por su alta sustantividad, su accion frente a los microorganismos (provocando ruptura de
la membrana celular llevando al desalojo del contenido citoplasmético y posterior muerte
de la célula) y porque se adhiere tanto a tejidos duros como a tejidos blandos. Del mismo
modo existen distintos tipos de antisépticos orales como el perdxido de hidrdgeno y otros
de fuentes mas naturales como el extracto de fluido de Caesalpinia coriaria, la cual viene
siendo usada desde los grupos aborigenes como enjuague para afecciones de la garganta y
para evitar el sangrado de las encias por su alto poder astringente.

Teniendo tantas opciones de antisépticos de clorhexidina presentes en el mercado
dominicano, tanto de fabricacion local como extranjera, se pretende conocer si una
combinacion de un antiséptico que tiene clorhexidina, peréxido de hidrégeno y extracto de
fluido de Caesalpinia coriaria tendria resultados similares o mejores a los de las

clorhexidinas de uso comun en la Republica Dominicana.



1.1 Antecedentes

Mdltiples estudios han sido realizados con el fin de comprobar la efectividad de la
clorhexidina en sus distintas concentraciones sobre diversos microorganismos,
especificamente bacterias. Estos estudios microbioldgicos han sido realizados tanto de
manera in-vitro como de manera clinica y por lo general se comparan las clorhexidinas con
otros tipos de antisépticos o desinfectantes. Diversos métodos de estudios microbiol6gicos
pueden llevarse a cabo tales como la difusion en agar, dilucion en agar, Short Interval Kill
Test, asi como muchos otros con el fin de evaluar y comprobar la efectividad, sensibilidad

0 resistencia de un antimicrobiano.

Sassone et al. 3, en el 2003 realizaron un estudio donde se proponian evaluar la actividad
antimicrobiana del hipoclorito de sodio en concentraciones de 1% y 5% y clorhexidina al
0.12%, 0.5%, y 1%, para asi comprender cual tendria mejor efecto sobre algunas cepas de
bacterias especificas que se encuentran en los canales radiculares. Se tomaron cepas ATCC
de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (29121), Escherichia coli
(ATCC 25922), Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) y Fusobacterium nucleatum
(ATCC 25568), y se realizé un ensayo contact test. Este ensayo tiene como método juntar
un antimicrobiano liquido con una suspensién de caldo bacteriano, y dejarlo por un periodo
de tiempo; luego de transcurrido el tiempo se toma la combinacion de ambos y se siembra
en un medio de cultivo solido con el fin de evaluar si hay crecimiento bacteriano luego del
contacto de la bacteria con el antimicrobiano.*® Sassone et al. 2 evaluaron los efectos del
antimicrobiano sobre las bacterias luego de transcurridos 5 minutos, 10 minutos y 30
minutos. Ellos repitieron este ensayo 10 veces. Los resultados mostraron que la
clorhexidina al 0.12% no eliminé la E. faecalis en ninguno de los intervalos de tiempo,
mientras que la clorhexidina al 0.5% y al 1%, asi como el hipoclorito de sodio al 1% y al
5% si lo lograron. Sin embargo la clorhexidina al 0.12% fue efectiva sobre S. aureus, E.

coli, P. gingivalis y F.nucleatum en todos los tiempos.



En el 2003 Herrera et al.® evaluaron la actividad antimicrobiana de cuatro enjuagues de
clorhexidina al 0.12% (CHX 0.12% + Cloruro de Cetilpiridinio 0.05%, CHX 0.12 + NaF,
CHX 0.12% sin alcohol y CHX 0.12% + Alcohol 5%) en estudios in-vivo e in-vitro. El
estudio in-vitro consistio en un ensayo de contacto modificado, en el cual se evaluaron 20
especies bacterianas al ponerse en contacto durante 1 minuto con cada producto. Entre estas
especies se encontraban: E. corrodens (ATCC 23834), P. gingivalis (ATCC 33277), asi
como F. nucleatum (ATCC 10953). Luego de realizado el contacto, el inéculo fue
cultivado y los resultados fueron expresados en términos de sobrevivencia/resistencia y el
porcentaje de sobrevivencia comparado con el control salino. El estudio in-vivo consistio
en un estudio de recuento bacteriano, cruzado, doble ciego, aleatorizado, en donde 10
voluntarios se enjuagaron durante 1 minuto con cada uno de los productos estudiados.
Muestras de saliva fueron obtenidas luego de realizados los enjuagues, y luego a los 5
minutos, 1, 3, 5y 7 horas. Estas muestras fueron cultivadas tanto de manera aerdbica como
anaerobica. Los enjuagues evaluados se clasificaron segin sus composiciones en:
Clorhexidina 0.12% + Alcohol al 5% (CHX+ALC), Clorhexidina 0.12% + 0.05 Cloruro de
Cetilpiridinio (CHX+CCP) (sin alcohol), Clorhexidina 0.12% + NaF (CHX+NaF) (sin
alcohol) y Clorhexidina 0.12% (CHX), ademas del control salino. En el estudio de contacto
in-vitro ninguna de las especies mostrd supervivencia al evaluarse con el enjuague de
CHX+CCP, mientras que tres especies (Lactobacillus casei, Streptococcus mitis and
Peptostreptococcus micros) mostraron ser resistentes frente a los otros tres enjuagues. En
este mismo sentido los productos de CHX y CHX+NaF mostraron una resistencia a
especies adicionales (tres y cuatro especies respectivamente), entre estas el producto
CHX+NaF mostro resistencia a E. corrodens (ATCC 23834). En cuanto al estudio in-vivo
de recuento bacteriano, este mostré mayores reducciones de bacterias aerobias y anaerobias
al evaluarse con los enjuagues CHX+CCP y CHX+ALC, con una duracién de 5 horas.
Diferencias significativas fueron detectadas en multiples puntos en el tiempo, donde estos
dos productos fueron comparados con el control y otros productos probados. En
conclusion determinaron que existian diferencias significativas entre los enjuagues de

clorhexidina al 0.12%, tanto en los estudios in-vivo como in-vitro.



La formulacion con alcohol fue més activa que los que no contenian alcohol a excepcion
de la CHX+CCP, en el cual la reformulacién y adicion de CCP no solo compensa, mas adn

aumenta la actividad antimicrobiana.

Sassone et al.  nuevamente el en 2008 realizaron pruebas de difusion y ensayos de contacto
(contact test) en dos tipos de antimicrobianos: hipoclorito de sodio al 1% y 5% vy
clorhexidina al 0.12%, 0.5% y 1%. Las pruebas fueron realizadas con Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Porphyromonas gingivalis y
Fusobacterium nucleatum. Los tiempos evaluados fueron: inmediatamente hubo contacto,
a los 5 minutos, 15 minutos y 30 minutos. La clorhexidina al 0.12% mostro efectividad en
P. gingivalis y E. coli a partir de los 15 minutos. En el caso de F. nucleatum y S. aureus
mostro efectividad en todos los tiempos. Sin embargo no hubo efectividad frente a E.

faecalis en ninguno de los tiempos.

Solmaz y Korachi® en el 2013, hicieron una prueba de las propiedades de inhibicion y
disrupcion del gluconato de clorhexidina en especies Unicas y multiespecies provenientes
de la biopelicula oral. El propdsito del estudio fue evaluar la eficacia de clorhexidina por
sus propiedades de inhibicién y disrupcion de la biopelicula usando un ensayo de cristal
del violeta. Para esto realizaron distintos estudios y utilizaron cepas de Porphyromonas
gingivalis (ATCC 33277), Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (FDC Y4) y Streptococcus mutans. Las cepas se hicieron crecer
en un caldo cerebro-corazon (Brain-Heart Broth); éstas fueron evaluadas tanto por
separado (especies Unicas) como juntas (multiespecies). Luego de crecer en caldo fueron
cultivadas en un medio de agar-sangre y se realizd un ensayo de difusion por discos
embebidos en clorhexidina. La clorhexidina fue diluida hasta lograr una concentracion de
24mg/L. Los investigadores tomaron papel filtro de 6mm de diametro y lo impregnaron
con 15ul de clorhexidina. Del mismo modo los investigadores intentaron conocer la
concentracion minima inhibitoria de los microorganismos estudiados a una concentracion
de 1.0 McFarland. Los resultados arrojaron que en Streptococcus mutans y Fusobacterium
nucleatum, asi como multiespecies formadoras de biopelicula, fueron inhibidos en més de

un 90% de los casos en concentraciones de 3-12mg/L.



Del mismo modo la clorhexidina mostré un fuerte actividad disruptiva de mas de un 65%
en Dbiopelicula de un dia de Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Igualmente la clorhexidina mostré propiedades disruptivas en
colonizadores tardios en especies Unicas de biopelicula, mas no asi en colonizadores

tempranos y biopeliculas formadas por distintas especies bacterianas.

Raangs et al.’® en el 2013 realizaron un estudio in-vitro en donde compararon dos
enjuagues, el primero era una combinacion de clorhexidina al 0.05% vy cloruro de
cetilpiridinio al 0.05% (el cual, entre otros compuestos, tenia lactato de zinc al 0.14%) y el
segundo enjuague era con una base de fluoruro de estafio. Se tomaron muestras por raspado
de las lenguas de 10 individuos con halitosis y sin halitosis. Se inocularon placas de agar
sangre con las muestras tomadas. Uno de los ensayos realizados fue de difusién en agar
inoculado con F. nucleatum y con las muestras tomadas de las lenguas; también se realizé
el Short Interval Killing Test o contact test en un tiempo de 2 minutos con distintas
concentraciones de ambos enjuagues que iban en un 10%, 20%, 40% y 60%, sobre cuatro
bacterias periodontopatégenas: P. gingivalis, P. intermedia, F. nucleatum y A.
actinomycetemcomitans. Como control negativo se usé solucién salina. Los resultados
mostraron una actividad in-vitro altamente significativa con el enjuague a base de
clorhexidina y cloruro de cetilpiridinio en el estudio de difusion. En cuanto al estudio del
Short Interval Killing Test el enjuague de clorhexidina y cloruro de cetilpiridinio mostr6

mayor efectividad in-vitro que el enjuague a base de fluoruro de estafio.

Se ha reportado el uso de los frutos del arbol Caesalpinia coriaria para diferentes
afecciones de la cavidad oral. En la RepUblica Dominicana, Cruz-Minier'® en el 2007,
realizd una investigacion en la cual se propuso a realizar pruebas de sensibilidad y
resistencia bacteriana con diferentes concentraciones de Caesalpinia coriaria en las
bacterias Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae. En este estudio el extracto fue conseguido
directamente del fruto del Caesalpinia coriaria. Se realizaron ensayos por dilucion en

caldo y ensayos por difusion.



A pesar de que no se especifica la cantidad de gramos exactos utilizados al sacar el extracto
sino mas bien la cantidad de frutos usados, los resultados en el ensayo de difusion dieron
halos de 5-7mm. La autora concluye que el poder demostrado en la difusion variara de

acuerdo a la concentracién usada.



1.2 Descripcion del Problema

En ramas de la odontologia como la Periodoncia, el éxito de un trabajo por lo general se
divide entre la experticia clinica y los conocimientos teoricos del profesional, asi como en
el cumplimiento y compromiso por parte del paciente. El clinico tiene a su mano una amplia
gama de herramientas y medicamentos que le permiten conseguir un resultado clinico ideal
a la vez que al paciente se le facilitan herramientas y técnicas para que mantenga el objetivo
terapéutico logrado.

A los pacientes de terapia periodontal de fase I o etioldgica, en la cual se realiza la remocion
de célculo dental supragingival o subgingival inicial, se les recomienda el uso de
antisépticos orales para combatir los microorganismos patdgenos, pues hay zonas en donde
que ni el cepillo o el hilo dental son efectivos. En el caso de los pacientes que son sometidos
a cualquier procedimiento quirargico oral, el poder higienizar la zona tratada por lo general
se dificulta, llevando muchas veces al descuido y al cimulo de biopelicula, lo que conlleva
a su vez a mayor inflamacion, mayor duracion para la cicatrizacion e inclusive en algunos
casos infeccion de la zona. La clorhexidina se ha planteado como el gold standard entre
los antisépticos dado a su sustantividad, su amplio espectro bactericida y bacteriostatico.
Se ha visto también que el perdxido de hidrégeno solo o combinado con clorhexidina tiene
funciones bactericidas como antiséptico oral. La Caesalpinia coriaria (guatapana o
guatapanal), es una planta de uso medicinal desde civilizaciones antiguas y entre sus usos
y beneficios estan poder astringente y antiséptico.

En la Republica Dominicana hay aproximadamente siete enjuagues de clorhexidina al
0.12% de distintas compafiias, algunas de fabricacion local y otras importadas. Los rangos
de precios varian ampliamente del mismo modo. En este sentido se comercializa también
clorhexidina en una concentracion del 0.06% la cual esta indicada para la fase de
mantenimiento periodontal. Esta fase es la que sigue luego de la remocion de calculo dental
(supragingival y subgingival), donde el paciente y el profesional trabajan para mantener el
objetivo terapéutico logrado y donde la carga bacteriana ha sido disminuida de manera

mecanica.



Surge la interrogante de si en un estudio in-vitro podemos notar alguna diferencia
significativa en la efectividad de una u otra clorhexidina en patdgenos periodontales
especificos tales como Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens y Fusobacterium nucleatum y a su vez
compararla con una clorhexidina al 0.15% combinada con perdxido de hidrogeno y
Caesalpinia coriaria. Esto para poder darles mas opciones al odontologo y al paciente

basados en evidencia cientifica.

1.3 Preguntas de Investigacion

Por lo antes expuesto se plantean las siguientes interrogantes:

¢ Cuél es la reaccién de sensibilidad de cultivos de periodontopatdgenos estudiados frente

a las clorhexidinas en distintas concentraciones con o sin agregados?
¢Existe variacion en la resistencia de los periodontopatdgenos estudiados frente a las
distintas clorhexidinas al 0.06%, 0.12% Yy clorhexidina al 0.15% combinada con peroxido

de hidrégeno y de extracto de fluido de Caesalpinia coriaria?

¢Existe viabilidad bacteriana luego de poner las bacterias en contacto con las distintas

clorhexidinas con y sin agregados?
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

1.4.1.1 Determinar sensibilidad bacteriana de microorganismos periodontales frente a
antisépticos con clorhexidina y clorhexidina combinada con peréxido de hidrogeno

y Caesalpinia coriaria, de uso habitual en la Republica Dominicana.

1.4.2 Objetivos Especificos

1.4.2.1 Identificar la reaccion de sensibilidad de cultivos de periodontopatégenos
estudiados frente a las clorhexidinas en distintas concentraciones con 0 Sin

agregados.

1.4.2.2 Evaluar la resistencia de los periodontopatégenos estudiados frente a las distintas
clorhexidinas al 0.06%, 0.12% y clorhexidina al 0.15% combinada con peroxido

de hidrdégeno y de extracto de fluido de Caesalpinia coriaria.

1.4.2.3 Determinar viabilidad bacteriana frente a las distintas clorhexidinas con y sin

agregados.

1.5 Hipdtesis:
Dado a que el enjuague con clorhexidina al 0.15% tiene una concentracion ligeramente
mayor a las comercializadas al 0.12%, y sumado a que tiene peroxido de hidrogeno y
extracto de Caesalpinia coriaria, dos principios activos descritos por la literatura por
tener leves efectos antimicrobianos, suponemos que el efecto antimicrobiano de este

antiseptico sera igual o mayor a los de las clorhexidinas al 0.12%.
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1.6 Justificacion de la Investigacion

Los tratamientos periodontales conllevan una actitud muy colaboradora de parte del
paciente y en la mayor parte de los casos es necesario el uso en casa de algun
antimicrobiano, sea luego de un tratamiento periodontal etioldgico o fase I, o después de
una cirugia oral con el fin de evitar la formacién de biopelicula oral. La clorhexidina se
conoce como el antimicrobiano gold standard debido a su eficacia bactericida y alta
sustantividad.®'2 Actualmente hay al menos siete laboratorios que comercializan
clorhexidinas al 0.06%, al 0.12% y una combinaciéon de clorhexidina al 0.15% con
perdxido de hidrégeno y extracto de Caesalpinia coriaria. Con los resultados del estudio
in-vitro, el clinico podra indicar la clorhexidina que considere apoyandose en un estudio
cientifico sabiendo de manera previa cuéales efectos tiene sobre ciertos
periodontopatogenos la clorhexidina elegida.

De igual modo la Pontificia Universidad Catdlica Madre y Maestra podra tener una idea
de cuales clorhexidinas son igual de eficaces que las que actualmente se utilizan en las
Clinicas Estomatoldgicas tanto de Grado como Post-grado, y asi saber el abanico de

opciones con las que se cuenta apoyado en un estudio in-vitro.
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1.7 Limitaciones y Delimitaciones de la Investigacion

1.7.1 Limitaciones

Entre las posibles limitaciones para la investigacion del tema esta que, a pesar de que hay
laboratorios que pueden realizar las pruebas de sensibilidad, en el pais no se cultivan ciertas
cepas de periodontopatdgenos. Una posible solucion a esta limitante es mandar a comprar
las cepas de periodontopatdgenos fuera del pais a través de laboratorios farmacéuticos para
asi poder realizar el estudio de sensibilidad. Otra posible solucion es enviar las muestras
de clorhexidina a un laboratorio fuera del pais que si tengas las cepas, para realizar de este
modo el estudio. Una colaboracién con la Universidad de Chile permitiria lograr lo antes

expuesto con el uso de su Laboratorio de Microbiologia Oral.

Otra limitante puede ser el alto costo de los estudios a realizar. Como una alternativa esta
que, al establecer un convenio de colaboracidn en este estudio con la Universidad de Chile

los costos disminuirian por el uso de su laboratorio.

1.7.2 Delimitaciones

Se utilizaran en el estudio todas las clorhexidinas con concentracién al 0.12% en forma de
colutorio disponibles en el mercado dominicano. De igual modo se incluiran los enjuagues
que tengan clorhexidina 0.06% Yy enjuagues con la combinacion de clorhexidina, peroxido

de hidrdégeno y extracto de fluido de Caesalpinia coriaria o Gutapana.
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1.8 Operacionalizacion de las Variables

Objetivo Variable Definicion Indicador Dimension
Crecimiento Crecimiento
bacteriano en bacteriano:
Identificar la reaccion de ensayo de Contable / Incontable.
sensibilidad de cultivos dilucion.
de periodontopatégenos
estudiados frente a las
clorhexidinas en Medida en mm:
diStintaS Sensible: >9mm
concentraciones, con o Intermedio: 5-8.99mm
sin agregados. Resistente: 0-4.99mm
Efectividad Capacidad de
al 0.06%, lograr la Formacién de | Crecimiento dentro de
0.12%y eliminacion de zona de zona de inhibicion:
Evaluar la resistencia de 0.15% + la bacteria inhibicion (-) = 0 Crecimiento.
los per_lodontopatc’)genos H202y Cc bacteriana en (+) = 1-10 colonias.
estudiados frente a las ensayo de (++) = 11-100 colonias.
distintas clorhexidinas al difusién. (+++) = > 100 colonias.
0.06%, 0.12% y
clorhexidina al 0.15% Delimitacién de la zona
combinada con perdxido de inhibicién:
de hidrégeno y de Definido / Indefinido.
extracto de fluido de
Caesalpinia coriaria
(Co).
Determinar viabilidad Efectividad Capacidad de Crecimiento Crecimiento
bacteriana frente a las al 0.06%, lograr la bacteriano en bacteriano:
distintas clorhexidinas, 0.12%y eliminacion de Ensayo de (-) = Negativo.
con y sin agregados. 0.15% + la bacteria Contacto o (+) = Positivo.
H202y Cc Short Interval
Kill Test
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1.9 Glosario

< Anion: ion con carga negativa.'®

% Apoptosis: es un proceso genéticamente dirigido de autodestruccion que esta
marcado por la fragmentacion de ADN nuclear, este proceso es activado tanto por
la presencia de un estimulo como por la remocion de un agente supresor o estimulo.
Es un proceso fisioldgico normal de eliminacion de células con ADN dafado,
células superfluas y células indeseadas.'*

< Bactericida: el efecto bactericida es aquel que provoca muerte de la bacteria.®

% Bacteriostatico: es la inhibicion del crecimiento bacteriano pero no la muerte del
mismo.1®

% Cépsula: Es la estructura méas externa en las células que cuentan con informacion
genética necesaria para poseerla. Esta situada por fuera de la pared celular. En
general esta compuesta por polisacaridos aunque puede ser de constitucidn péptida.
Por el tipo de cultivo que origina puede suponerse si una bacteria es capsulada o
no, debido a que las capsuladas producen colonias llamadas lisas 0 mucoides.’

< Cation: ion con carga positiva.®

% Endotoxinas: es una sustancia lipopolisacarida presente en la membrana externa
de las bacterias gram-negativo que se libera luego de la lisis.*®

% Fenotipo: son las propiedades observables de un organismo que son producidos
por la interaccién del genotipo y el medioambiente. Los rasgos fenotipicos no solo

abarcan los rasgos fisicos, sino también los conductuales.?

e

% Fimbrias: Son prolongaciones delicadas o vellosidades semejantes a pelos que
presentan diversas bacterias, incluidos los cocos. Son més comunes en las gram-
negativo que en las gram-positivo, son ademas cortas, rigidas y muy numerosas y
mas delgadas que los flagelos. Estan dispuestas tanto en los polos de los bacilos
como en el resto de su contorno. Solo se visualizan a través del microscopio
electronico. Una célula flagelada también puede poseer fimbrias. Antes se le

conocian como pili comunes.*’
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Flagelos: Son apéndices filamentosos extracelulares, largos, flexibles, ondulados y
delgados que hacen que las bacterias que lo poseen gocen de movilidad. Aparecen
en algunos bacilos rectos o curvos, tanto gram-positivo como gram-negativo.’
Genotipo: Informacion genética que tiene un organismo en particular, en forma de
ADN.%

Gingipaina: Es una proteasa secretada por Porphyromonas gingivalis la cual tiene
como funcion (entre muchas otras) la degradacién de las citoquinas, por lo tanto
regulan la respuesta del hospedero frente a la inflamacion.??

Glicocalix: Es una capa externa de aspecto gelatinoso y pegajoso que esta
compuesta por polisacaridos, polipéptidos o ambas cosas. Es generada en el interior
de la célula y luego vertida al exterior. No es tan uniforme como la cépsula y esta
menos adherida a la pared celular. Si el glicocalix estd compuesto solo por azlcares,
se le denomina como polisacarido extracelular. Este ofrece a las bacterias facilidad
para adherirse a distintas superficies y evita la deshidratacion del
microorganismo.!’

Glucdlisis/Glicolisis: es la descomposicion enzimética de un carbohidrato como la
glucosa, por la via de los derivados de fosfatos con la produccion de acido piravico
o lactico.

Hemaglutinacién: Es la capacidad que tienen algunas bacterias y virus para unir
entre si los globulos rojos, debido a las proteinas que tienen en su capa externa.?*
Hemaglutinina: Es una proteina que provoca aglutinacion de los hematies o
globulos rojos. Al proceso se le conoce como hemaglutinacion.?®

Leucotoxina: Toxina que tiene la capacidad de inhibir o destruir los leucocitos.?®
Lipopolisacaridos: Los lipopolisacaridos (LPS) conforman el antigeno O y la
endotoxina de las bacterias gram-negativo. Estan localizados en la membrana
externa de la envoltura celular bacteriana y juegan un papel muy importante en la
patogénesis de las infecciones bacterianas, asi como en la interaccion con el

hospedero y su sistema de defensa.?’
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Pili: usualmente son Unicos en la bacteria, y de manera excepcional puede haber
dos. Los microorganismos lo utilizan para pasar informacion genética a otra
bacteria. Son mas largos que las fimbrias. Antes se le conocian como pili sexual.’
Polisacaridos: un carbohidrato que puede ser descompuesto por hidr6lisis en dos
o mas moléculas de monosacaridos.?®

Proteasa: enzimas que pueden hidrolizar proteinas y que son clasificadas de
acuerdo al grupo funcional més prominente en el sitio activo (como la serina o
cisteina). Puede también ser llamada proteinasa.?

Protedlisis: hidrolisis de las proteinas o péptidos con formacion de productos
solubles y simples. Puede darse a través de enzimas especificas llamadas peptidasas
o mediante la digestion intracelular.®

Sacarolitico: que provoca descomposicion de los azlcares en el metabolismo con
la produccion de energia.®

Serotipo: grupo de microorganismos intimamente relacionados que se distinguen
por un set de antigenos en comun. O bien, set de antigenos caracteristicos de un
serotipo.®?

Sustantividad (en odontologia): capacidad que posee un agente de unirse a
distintas estructuras de la boca para ser liberado manera activa y mantener niveles
terapéuticos. También se puede definir como la propiedad de un quimico de
permanecer activo en la zona de aplicacion.333*

Viabilidad bacteriana: es la capacidad que posee un microbio para sobrevivir en
determinadas condiciones. Se relaciona ademas con la capacidad de replicacion de

una colonia.’
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CAPITULO 2: MARCO TEORICO
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2.0 Marco Teorico

2.1 Enfermedad Periodontal

Las enfermedades periodontales son un grupo de enfermedades de origen infeccioso que
afectan las encias y las demés estructuras de soporte del diente. Estas estan provocadas por
algunas bacterias especificas de la biopelicula oral. Para que haya un inicio de la
enfermedad periodontal es esencial la presencia de las bacterias, pero existen otros factores
que son predisponentes de tipo microbiano y propios del hospedador los cuales influyen en
la patogenesis de la enfermedad periodontal. Es por esto que para que se desarrolle la
enfermedad periodontal es necesario la presencia de bacterias asi como un hospedador
susceptible.® Las enfermedades de origen periodontal forman parte de las patologias que
con mas frecuencia se presentan a nivel mundial; estas enfermedades se dividen dos
grandes grupos: gingivitis, limitada a las encias, y periodontitis, extendida a tejidos de
soporte mas profundos. Esta Gltima afecta: encia, ligamento periodontal, hueso alveolar y

cemento radicular.3> 3¢

2.2 Clasificacion de la Enfermedad Periodontal

Las enfermedades periodontales se han clasificado de distintas maneras en el transcurso de
los afios, tomando como guia las expresiones clinicas y apariciones de la enfermedad. La
altima modificacion realizada a la Clasificacion de las Condiciones y Enfermedades
Periodontales se realiz6 en el afio 1999, dirigido por la Academia Americana de
Periodoncia. En esta clasificacion se agrego el grupo de Enfermedades Gingivales ya que
éste no existia en la clasificacion del 1989, siendo asi los dos grandes grupos de las
Enfermedades Periodontales: las Enfermedades Gingivales y las Enfermedades
Periodontales propiamente dichas. Las Enfermedades Gingivales agrupan una cantidad de
40 condiciones y enfermedades gingivales diferentes y las Enfermedades Periodontales
propiamente dichas se subdividen en un grupo de 7 grandes categorias. (Ver Tabla 1)3" 3

19



2.3 Criterios de Salud Periodontal

Para poder diferenciar salud de enfermedad se debe tener un criterio definido y
ampliamente (aunque no totalmente) aceptado. Cuando se habla de salud periodontal esto
implica la ausencia de signos y sintomas de afeccion a los tejidos de soporte del diente
inducidos por la presencia de placa o diversos trastornos sistémicos. La encia normal y sana
se caracteriza por su color rosa y consistencia firme, no sangra al sondaje suave y llena el

espacio bajo las areas de contacto entre los dientes.®®

A menudo, la encia sana ofrece una apariencia punteada (como «cascara de naranja»), y
presenta un margen en filo de cuchillo entre el tejido blando y el diente. La gingivitis
inducida por placa es una afeccion inflamatoria de los tejidos blandos que rodean a los
dientes y es una respuesta inmunitaria directa a la biopelicula dental microbiana que se
acumula en los dientes. Dentro de los hallazgos clinicos podemos encontrar: eritema,
edema, sangrado, sensibilidad y agrandamiento. Factores locales como restauraciones mal
adaptadas o desbordantes, apifiamiento o mal posicion dentaria, entre otros pueden agravar
su severidad.® En la periodontitis inducida por placa, se observa destruccion de los tejidos
de soporte, asi como inflamacidn gingival en los sitios donde hay una migracion de la

insercion epitelial a las superficies radiculares. 38 3°
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TABLA 1. CLASIFICACION POR LA ACADEMIA AMERICANA DE PERIODONCIA DEL 1999
EN EL TALLER INTERNACIONAL PARA LA CLASIFICACION DE ENFERMEDADES Y
CONDICIONES PERIODONTALES. ¥
I. ENFERMEDADES GINGIVALES
A. ENFERMEDADES GINGIVALES INDUCIDAS POR PLACA DENTAL
1. Enfermedades gingivales inducidas solamente por placa dental:
a. Gingivitis inducida por placa sin otros factores locales contribuyentes.
b. Gingivitis inducida por placa con otros factores locales contribuyentes.
2. Enfermedades gingivales modificadas por factores sistémicos:
a. Asociadas al sistema endocrino:
1) Gingivitis asociada a la pubertad.
2) Gingivitis asociada al ciclo menstrual.
3) Asociadas al embarazo:
a) Gingivitis.
b) Granuloma piégeno.
4) Gingivitis Asociada a diabetes mellitus.
b. Asociadas a discrasias sanguineas:
1) Gingivitis asociada a leucemia.
2) Otras.
3. Enfermedades gingivales modificadas por medicamentos:
a. Enfermedades gingivales influenciadas por medicamentos:
1) Hiperplasia gingival inducida por fa&rmacos.
2) Gingivitis influenciadas por medicamentos:
a) Gingivitis asociadas a anticonceptivos orales.
b) Otras.
4. Enfermedades gingivales modificadas por malnutricion:
a. Gingivitis por déficit de acido ascérbico.
b. Otras.
B. LESIONES GINGIVALES NO INDUCIDAS POR PLACA DENTAL
1. Enfermedades gingivales de origen bacteriano especifico:
a. Lesiones asociadas a Neisseria gonorrhea.
b. Lesiones asociadas a Treponema pallidum.
c. Lesiones asociadas a estreptococos.
d. Otras.
2. Enfermedades gingivales de origen viral:
a. Infecciones virus herpes:
1) Gingivoestomatitis herpética primaria.
2) Herpes oral recurrente.
3) Infecciones varicela zoster.
b. Otras.
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CONTINUACION ENFERMEDADES GINGIVALES:
3. Enfermedades gingivales de origen fangico:
a. Infecciones de Especies Candida:
1) Candidiasis gingival generalizada.
b. Eritema lineal gingival.
c. Histoplasmosis.
d. Otras.
4. Lesiones gingivales de origen genético:
a. Fibromatosis gingival hereditaria.
b. Otras.
5. Manifestaciones gingivales de condiciones sistémicas:
a. Desordenes mucocutaneos:
1) Liquen plano.
2) Penfigoide de las mucosas.
3) Pénfigo vulgar.
4) Eritema multiforme.
5) Lupus eritematoso.
6) Inducidos por farmacos.
7) Otras.
b. Reacciones alérgicas:
1) Materiales restauradores odontoldgicos:
a) Mercurio.
b) Niquel.
c) Acrilico.
d) Otro.
2) Reacciones atribuibles a:
a) Pastas dentales / dentifricos.
b) Enjuagues / colutorios.
c¢) Aditivos a goma de mascar.
d) Alimentos y aditivos.
3) Otros.

6. Lesiones traumaticas (facticio, iatrogénico, accidental):

a. Lesiones fisicas.

b. Lesiones quimicas.

c. Lesiones térmicas.
7. Reacciones a cuerpos extranos.
8. No especificas.
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Il. PERODONTITIS CRONICA
A. LOCALIZADA.

B. GENERALIZADA.

I11. PERODONTITIS AGRESIVA
A. LOCALIZADA.

B. GENERALIZADA.

IV. PERODONTITIS COMO MANIFESTACION DE ENFERMEDADES SISTEMICAS
A. ASOCIADA A DESORDENES HEMATOLOGICOS:
1. Neutropenia adquirida.
2. Leucemia.
3. Otros.
B. ASOCIADA CON DESORDENES GENETICOS:
. Neutropenia familiar y ciclica.
. Sindrome de Down.
. Sindrome de deficiencia de adhesion leucocitaria.
. Sindrome de Papillon-Lefévre.
. Sindrome de Chediak-Higashi.
. Sindrome de Histocitosis.
. Enfermedad de almacenamiento de glucégeno.
. Granulomatosis genética infantil.
. Sindrome de Cohen.
10. Sindrome Ehlers-Danlos (Tipo IV y VIII).
11. Hipofosfatasia.
12. Otros.
C. OTRA NO ESPECIFICADA.

OO ~NOOUTEA WN P

V. ENFERMEDADES PERIODONTALES NECROZANTES
A. GINGIVITIS ULCERONECROTIZANTE.
B. PERIODONTITIS ULCERONECROTIZANTE.

V1. ABSCESOS DEL PERIODONTO
A. ABSCESO GINGIVAL.

B. ABSCESO PERIODONTAL.
C. ABSCESO PERICORONAL.

VII. PERIODONTITIS ASOCIADAS A LESIONES ENDODONTICAS
A. LESIONES ENDO-PERIODONTALES COMBINADAS.
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VIIl. DEFORMIDADES Y CONDICIONES DEL DESARROLLO O ADQUIRIDAS
A. FACTORES DENTARIOS QUE MODIFICAN O PREDISPONEN A ENFERMEDADES
GINGIVALES O PERIODONTALES MODIFICADAS POR PLACA.
1. Factores anatémicos dentales.
2. Restauraciones o aparatologia dental.
3. Fracturas radiculares.
4. Reabsorcion radicular cervical y perlas del cemento.

B. DEFORMIDADES Y CONDICIONES MUCOGINGIVALES ALREDEDOR DE LOS DIENTES.

1. Recesiones de tejido blando/gingival:

a) Superficies vestibular y lingual.

b) Interproximal (papilar).
2. Falta de encia queratinizada.
3. Reduccidn de profundidad del vestibulo.
4. Frenillos e inserciones musculares aberrantes.
5. Agrandamientos gingivales:

a. Pseudobolsa.

b. Margen gingival inconsistente.

c. Exceso en la exposicion gingival.

d. Agrandamiento gingival (ver LA.3y 1.B.4).
6. Coloracion Anormal.

C. DEFORMIDADES Y CONDICIONES MUCOGINGIVALES EN REBORDES EDENTULOS
Deficiencia vertical y/u horizontal del reborde.

Falta de encia queratinizada.

Agrandamiento de tejido blando/gingival.

Frenillos e inserciones musculares aberrantes.

Reduccion de profundidad del vestibulo.

Coloracion Anormal.

ok wnNE

D. TRAUMA OCLUSAL
1. Trauma oclusal primario.
2. Trauma oclusal secundario.
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2.4 Biopelicula

La biopelicula o biofilm se define como una estructura tridimensional similar a una
comunidad de células bacterianas, donde una 0 mas comunidades se encuentran incluidas
en una matriz, polimérica autosustentable, conformada principalmente de glicocélix, y que
se encuentran adheridas entre si y/o a una superficie sélida o interfase.? 4*

La mayor parte de los microorganismos crecen sobre superficies en modo de biopelicula.
El fenotipo expresado por las bacterias en su crecimiento sobre una superficie va a variar
si esta crece en forma plancténica o en biopelicula. ElI que las bacterias crezcan en
biopelicula usualmente las ayuda a desarrollar resistencia a agentes antimicrobianos. Para
que la biopelicula se forme debe pasar por varios procesos. La primera fase para la
formacion de biopelicula inicia con al adsorcion de moléculas del hospedero y bacterias a
la superficie dentaria para formar lo que se conoce como pelicula adquirida, permitiendo
que los microorganismos sean transportados pasivamente hasta ella e interactien mediante
fuerzas de Van der Waal, asi como fuerzas de repulsion y atraccion electroestaticas, para
crear asi una union débil. Esta union es reforzada a través de fuertes interacciones mediadas
por moléculas especificas en la superficie de las bacterias (adhesinas) con los receptores
complementarios de las mismas en la biopelicula dental. Con el paso del tiempo, los
fendmenos de coagregacion de nuevos colonizadores y los de multiplicacion permitiran la
adhesion firme de las bacterias a la superficie dental. De acuerdo con Bascones y Figuero:
“La expresion clinica de los diferentes cuadros de periodontitis dependera de la interaccion
entre factores del hospedador, ambientales y del agente microbioldgico. Un ambiente
favorable y factores genéticos positivos determinan la diferente susceptibilidad del
individuo, y no s6lo eso, sino también la distinta severidad de los cuadros clinicos, la tasa

de progresion, la recidiva y la aleatoria respuesta a la terapéutica.” %

Cuando la biopelicula se forma sobre superficies duras, este lo hace en gruesas capas de
bacterias las cuales pueden medir cientos de micrometros de espesor si estas no son
interrumpidas. En sentido opuesto, la colonizacion bacteriana en los tejidos gingivales
blandos es en monocapa, y las células epiteliales son constantemente desprendidas y

repuestas por el hospedero.*!
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A esto se suma la evidencia de que las células gingivales epiteliales son invadidas por
algunas bacterias orales, y que existe una clara diferencia entre las comunidades formadas

en tejidos duros y tejidos blandos.*

Se ha reportado que en la cavidad oral hay mas de 700 especies de microorganismos.*

Y se han elaborado dos hipoétesis acerca de su funcion en la enfermedad periodontal. La
primera hipdtesis planteaba la no especificidad de la placa bacteriana, donde se consideraba
a la biopelicula dental como una masa de microorganismos nativos no especificos, que
debido a la falta de higiene oral se acumulaban en grandes proporciones, tales que
sobrepasaban el umbral de la resistencia del hospedero y afectaban la estructura dental y
los tejidos de soporte. En esta hipdtesis no se evaluaba la composicion de la placa
bacteriana per se, si no que se veia la relacion de grandes cumulos de placa y sus

consecuencias patologicas.® 4%

La segunda hipétesis fue denominada: hipétesis de la placa dental especifica. Esta postula
que las patologias periodontales son causadas por ciertos microorganismos especificos y
se formuld basada en las observaciones clinicas donde la gingivitis estaba asociada a la
permanente acumulacién de placa que progresa hacia una periodontitis. Estudios en los que
se trabajaban con esta hip6tesis encontraron un mayor numero de patdgenos especificos en
sitios con enfermedad periodontal y menos niimeros de los mismos en sitios sanos.* 4°

Si bien la placa bacteriana no es el Gnico factor para la progresion de la enfermedad
periodontal, se ha demostrado que se precisa de ciertos microorganismos
periodontopatdgenos para que ésta se establezca. Aproximadamente unos 10-15
microorganismos han sido confirmados en cuanto a su accion en la enfermedad

periodontal 4%
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2.5 Clasificacion de Socransky

Junto con la hipotesis de la especificidad de la biopelicula se fueron haciendo estudios que
relacionaron ciertos tipos de patdgenos periodontales con ciertos tipos de enfermedades
periodontales. Para considerar a un microorganismo como patogeno periodontal éste debe
primero cumplir con ciertos criterios. Inicialmente se planteaban los postulados de Koch
que sefialan las condiciones que se deben exigir a cualquier microorganismo para

considerarlo como agente causal de una infeccion determinada:

1. El microorganismo debe encontrarse en todos los casos de la enfermedad.*®

2. Debe aislarse y obtenerse en cultivo puro, a partir de las lesiones.*®

3. Debe reproducir la enfermedad cuando se inocula, a partir de un cultivo puro, en
un animal de experimentacidn susceptible.*

4. Debe aislarse el mismo microorganismo en cultivo puro, a partir de las lesiones

producidas en el animal.*®

Hoy en dia sabemos que algunos de estos criterios no aplican a los patdégenos periodontales
por lo que Socransky et al.*® desarrollaron una nueva especie de criterios para determinar

si un microorganismo es periodontopatégeno o no:

1. Criterio de asociacion: La especie causante de la enfermedad debe hallarse en
mayor frecuencia y en mayores cantidades en los individuos enfermos, respecto de
los individuos sanos o con otras enfermedades.*®

2. Criterio de eliminacion: La eliminacion de la especie debe asociarse a la remision
de la enfermedad. La evaluacion de este criterio presenta una serie de dificultades,
puesto que la terapia normalmente no es suficientemente selectiva como para
eliminar una sola especie.*®

3. Criterio de la respuesta del huésped: Cuando una especie es capaz de producir
dafios en el organismo parece plausible que el huésped deba producir, bien
anticuerpos especificos contra aquella, o bien una respuesta celular inmune dirigida

contra el agente dafiino.*?
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4. Criterio de los factores de virulencia: La especie en cuestion debe manifestar
mecanismos adecuados para colonizar el huésped, evadir sus defensas y producir
dafio tisular, bien directamente o bien mediante la produccion de metabolitos
dafiinos.*?

5. Criterio de estudios en animales: La implantacion de la especie en modelos
animales debe reproducir la enfermedad.*?

6. Criterio de andlisis de riesgo: Los estudios prospectivos deben demostrar el riesgo
que supone para la progresion de la enfermedad la presencia de la especie.*®

Socransky et al. * hicieron estudios de placa bacteriana subgingival con sondas de ADN y
la hibridacién ADN-ADN checkerboard para la relacion de esas comunidades de placa
bacteriana con la enfermedad periodontal. A partir de la informacion encontrada se
formaron seis grupos, en los cuales se juntaban las bacterias que tenian méas de un 60% de
similitud. Se pudo dividir en grupos un total de 29 bacterias de las 32 encontradas.

Los grupos se dividieron en colores: rojo, naranja, verde amarillo, azul y purpura; hubo
microorganismos que no quedaron dentro de estos grupos debido a que no pudieron ser

relacionados. (Ver Figura 1)*

A naeslundii 2

V. parvula (A. viscosus)

A. odontolylicus - ;
L P. gingivalis

Actinomyces T. forsythensis
T. denticola

S mitis
S sanguinis
S. oralis, elc.

A. actinomycetemcomitans b

Figura 1.- Esquema de grupos de microorganismos orales sugeridos por Socransky et al. ¥
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El grupo rojo esta compuesto por:
e Porphyromonas gingivalis.
e Tanerella forsythensis (antes conocida como Bacteroides forsythus).

e Treponema denticola. *

El grupo naranja:
e Subspecies de Fusobacterium nucleatum.
e Prevotella intermedia.
e Prevotella nigrescens.
e Peptostreptococcus micros.
e Campylobacter rectus.
e Campylobacter showae.
e Campylobacter gracilis.
e Eubacterium nodatum.

e Streptococcus constellatus. *

Grupo verde:
e Eikenella corrodens
e Campylobacter concisus.
e Capnocytophaga gingivalis.
e Capnocytophaga sputigena.
e Capnocytophaga ochraceace
e Aggregatibacter actinomycetemcomitans  serotipo a (antes conocida

como Actinobacillus actinomycetemcomitans).**

Grupo amarillo:
e Streptococcus mitis.
e Streptococcus sanguinis (antes conocida como Streptococcus sanguis).

e Streptococcus oralis, etc. 44
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Grupo purpura:
e Actinomyces odontolyticus.

e Veillonella parvula. *

Grupo azul:

e Todas las especies de Actinomyces, excepto Actinomyces viscosus. *

Las especies: Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo b, Actinomyces viscosus y
Selenomonas noxia no pudieron ser coagregadas a un grupo en especifico. 4

Luego de que los grupos fueron formados, se evaluo la relacion de presencia de ciertos
microorganismos en zonas donde habia mayor profundidad al sondaje. Los resultados
mostraron que habia una fuerte relacion de los microorganismos del grupo rojo en relacion
a la profundidad al sondaje. Los que mas mostraron aumento en la prevalencia y en la
cantidad, a la vez que aumentaba la profundidad al sondaje, fueron P. gingivalis, T.
forsythensis y T. denticola. Lo mismo ocurrié con todas las especies del grupo naranja
especificamente con la P. intermedia y las subespecies de F. nucleatum.**

Del mismo modo se observd que donde se encontraban especies como Streptococcus
sanguinis y Actinomyces viscosus habia menor relacion a la profundidad al sondaje. En
cuanto al grupo rojo se observo también que donde estos no se encontraban, la profundidad
al sondaje era minima; y donde se encontraban los tres microorganismos, se relacionaba

con la mayor profundidad al sondaje asi como sangrado al sondaje.**

2.6 Respiracion Bacteriana
Las bacterias se pueden clasificar de acuerdo a su facilidad para desarrollarse en medios
con distintas tensiones de oxigeno o frente a la ausencia del mismo. Se clasifican en:
e Aerobias: Solo pueden vivir o multiplicarse en presencia de oxigeno.*
e Anaerobias: Solo crecen en un ambiente con ausencia total de oxigeno.*
e Aerobias Facultativas: Este corresponde a las bacterias que se desarrollan en
aerobiosis pero que pueden sobrevivir en un ambiente anaerdbico o con una baja

tension de oxigeno.*®
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e Areobias Microaerofilicas: Bacterias que pueden sobrevivir con muy bajas
tensiones de oxigeno.*
* Anaerobias Aerotolerantes: Bacterias que se desarrollan en anaerobiosis pero que

pueden sobrevivir por un lapso de tiempo en un ambiente aerobio.*

2.7 Factor de Virulencia

El factor de virulencia, segin los estudios clasicos de las interacciones entre parasito y
hospedero, puede considerarse como una molécula que ejerce un efecto perjudicial, léase
toxina, en la célula del hospedero. Sin embargo observaciones més recientes han revelado
que los factores de virulencia se pueden describir mejor como moléculas que resultan en el
mantenimiento de una especie asociado con o dentro de los confines del hospedero. Asi
que, de los factores de virulencia se cree que pueden dafiar al hospedero; asi como pueden
funcionar en el establecimiento de una relacion simbidtica o parasitaria entre las especies
bacterianas y el hospedero. Para que un potencial factor de virulencia ejerza sus efectos
sobre el hospedero, la bacteria debe primero encontrar un nicho ecoldgico apropiado dentro
del hospedero (o sitio de actividad), establecerse y eventualmente crecer y multiplicarse.
Este establecimiento en el lugar adecuado es esencial para la sobrevivencia de la bacteria
y para la maxima produccion de actividad biol6gica en el medioambiente del hospedero.*®

Otra definicion que podemos darle a factor de virulencia es: “...la capacidad de un
microorganismo para producir una enfermedad o interferir con los procesos metabdlicos o
fisiologicos del hospedero.” Asi que: “Un microorganismo virulento se caracteriza por
expresar y producir metabolitos, toxinas, enzimas y componentes de la superficie o pared
celular que le permiten evadir las barreras defensivas e invadir y sobrevivir en los tejidos
y células del hospedero.” De acuerdo a sus funciones los factores de virulencia se ha
agrupado en factores de adhesion, invasion, crecimiento y evasion de la respuesta

inmune.*’
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2.8 Patogenos Periodontales

2.8.1 Patogenos periodontales en la Republica Dominicana

Poca informacion existe acerca de la prevalencia de los patdgenos periodontales mas
comunes en la Republica Dominicana. Hasta ahora solo se han realizado dos estudios: uno
de ellos fue desarrollado en el 1991 por Slots et al.*® donde tomaron muestras con conos
de papel de 24 pacientes con periodontitis y realizaron cultivos. Las bacterias fueron
basicamente distinguidas mediante el estudio de su morfologia y revel6 que el 85% de las
poblaciones bacterianas correspondian a cocos y bacterias no motiles. A partir de esto se
tomaron muestras de los microorganismos anaerdbicos y se aplicaron distintos ensayos
enzimaticos. Los resultados mostraron que en 20 de los 24 pacientes las colonias
presuntivamente identificadas fueron P. intermedia, P. gingivalis y F. nucleatum. El
segundo estudio fue publicado recientemente, a mediados del 2015 por Collins et al.*°
donde evaluaron a 77 pacientes los cuales fueron diagnosticados con salud periodontal,
gingivitis, Periodontitis Cronica y Periodontitis Agresiva. Uno de los objetivos fue
comparar la prevalencia de periodontopatdgenos en los pacientes con las diferentes
condiciones periodontales. Para las pruebas de laboratorio se usé PCR. Sus resultados
mostraron que tanto T. forsythia como E. corrodens aparecieron en el 100% de los
pacientes con gingivitis. Las bacterias del complejo rojo (dentro de estas P. gingivalis), D.
pneumosintes y E. corrodens se encontraron de manera significativa en pacientes con
Periodontitis Cronica al ser comparados con pacientes sanos. Tanto F. nucleatum como T.
denticola fueron encontradas con mas frecuencia en la Periodontitis Agresiva. Finalmente

la A. actinomycetemcomitans fue la que menos se encontr6 en todos los grupos evaluados.
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2.8.2 Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis es un bacilo asacarolitico gram negativo que forma colonias
pigmentadas negro-verdosas en placas de agar sangre suplementado con hemina y
menadiona. Se distingue de los deméas bacilos pigmentados gram negativos (como las
especies del género Prevotella) por su actividad hemaglutinante y falta de
autofluorescencia bajo luz ultravioleta. Se diferencia y caracteriza aln mas de otras

especies de Porphyromonas debido a su produccion de acido fendlico.>

2.8.2.1 Condiciones de cultivo e identificacion:
Crece anaerdbicamente, con pigmentacion oscura que puede ser: café, verde oscuro o negro
en agar sangre debido al producto metabdlico final de la sangre (hemina). Tiene una fuerte

actividad proteolitica, léase degradacion de proteinas.>!

2.8.2.2 Factores de Virulencia de la Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis expresa una serie de factores de virulencia, tales como fimbrias,
enzimas proteoliticas, hemaglutininas, lipopolisacéridos (LPS), hemolisinas, fibrinolisinas,
hialuronidasa, fosfatasa &cida y alcalina y capsula, y exhibe una diversidad genotipica y
serotipica que permite una variabilidad intra-especie con la potencialidad de inducir

inflamacion y destruccion periodontal.*” 5

Fimbrias

Las fimbrias son apéndices delgados, filamentosos de superficie proteica que salen de la
superficie de un nimero de especies bacterianas y son especialmente prominentes en
bacterias gram-negativo, en las cuales éstas se fijan en la membrana externa de las
mismas.>®

Una de las funciones de las fimbrias es la adherencia (adhesina), la cual es la habilidad de
permanecer unida a distintos tipos de células, como las de la mucosa, para luego invadir

tejidos mas profundos.t’

33



En P. gingivalis se expresan dos tipos de fimbrias distintas en su superficie celular: una
que comprende un subunidad de proteina (llamada FimA) codificado por el gen fimA
(denominado fimbria larga o mayor), y la otra que consiste en una subunidad de proteina
Mfa codificada por el gen mfal (denominado como fimbria corta 0 menor o fimbria Mfa).
Se entiende que ambas fimbrias estan relacionadas con el desarrollo de la periodontitis.>
Las fimbrias largas son un factor critico para la colonizacion de P. gingivalis en regiones
subgingivales, pues promueven la adhesion bacteriana e invasion de un sitio determinado.
Las proteinas de las FimA varian de tamafio de la proteina deducida desde 40.5 hasta 49
Uma (unidades de masa atomica unificada) dependiendo de la cepa, y éstas han sido
previamente clasificadas en cuatro tipos (Tipos I-1V) basado en sus terminales amino y
secuencias de ADN. Algunas cepas con FimA tipo IV tales como la W50 y W83, tienen
pocas fimbrias a diferencia de las cepas tipo | tales como la 381 y la ATCC 33277 y HG565
las cuales tienen muchas fimbrias y poseen una marcada habilidad para la adhesion a los
tejidos del hospedero y los componentes salivares. A partir de ahi los genes fimA de P.
gingivalis fueron clasificados aun mas en seis tipos de variantes (Tipo I-V y Ib) basados en
su secuencia de nucleétidos. En contraste, las variaciones gendmicas de las fimbrias cortas
permanecen desconocidas, a pesar de que las variaciones clonales del gen mfal han sido

investigadas usando una variedad de cepas de laboratorio.>

Prevalencia de genotipos de fimbrias en pacientes con periodontitis

Con el uso de pruebas de tipo PCR convencional usando un primer tipo-especifico de fimA
para diferenciar los genotipos fimA de los organismos presentes en las muestras de saliva
y placa dental, varios investigadores han notado la prevalencia y distribucion de los
genotipos fimA en sujetos con distintas condiciones periodontales en varias locaciones
geograficas incluyendo Japdn, China, Alemania, Noruega, Paises Bajos, Suiza, Brasil y
México. A partir de esos estudios clinicos y epidemiologicos puede ser deducido que la
fimA tipo Il es la mas prevalente en pacientes con periodontitis, mientras que la segunda
fimA mas prevalente esta entre el tipo IV o el Ib, dependiendo de la poblacién étnica que

se estudie.®
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De manera contraria, las fimA tipo I y 111 son mas prevalentes en pacientes que no padecen
de periodontitis. En cuanto a su importancia clinica, los clones tipo 1l fueron asociados con
maés frecuencia con periodontitis crénica avanzada con profundidad marcada al sondaje,
asi como se ha relacionado a formas severas de periodontitis agresiva, siendo seguido por
las fimA tipo IV. A esto podemos sumarle que los clones tipo Il aparentan estar relacionados
con la periodontitis marginal en pacientes que padecen sindrome de Down y en poblaciones
de pacientes con discapacidades mentales.>

La hiperplasia gingival es uno de los efectos adversos mas frecuentes asociados al uso de
medicamentos anticonvulsivos, de los blogueadores de canales de calcio e
inmunosupresores. Se ha visto una relacién significativa en el desarrollo de la hiperplasia
y el deterioro que esta causa con la_fimA tipo Il de P. gingivalis. Del mismo modo existe
relacion entre las enfermedades cardiovasculares y P. gingivalis; asi como también entre
P. gingivalis y la diabetes mellitus. Los clones tipo Il y IV han sido encontrados de manera
mas frecuente en placas de ateromas de pacientes que se han sometido a operaciones
cardiovasculares. Los niveles glicémicos de la diabetes pueden verse afectados por la
persistencia de P. gingivalis, especialmente los clones tipo 11, en bolsas periodontales luego
de ser tratadas por un profesional.>

En un estudio realizado en la Republica Dominicana por Collins et al.*, donde se
estudiaron grupos de pacientes con diversos estados periodontales, se comprobdé que el tipo
de fimbria més frecuente en pacientes con periodontitis es la fimA genotipo I1.

Gingipainas

Los factores de virulencia méas potentes de P. gingivalis son las gingipainas, las cuales
consisten en tres proteasas de cisteina que se unen y adhieren a una alta gama de proteinas
del hospedero. Estas proteasas son responsables de al menos el 85% del total de la actividad
proteolitica ejercida por varias cepas de este patdgeno. Las gingipainas se encuentran
relacionadas en diversas fases como la adherencia y colonizacion bacteriana, presente igual
en la adquisicién de nutrientes, neutralizacion de las defensas del hospedero, manipulacién
de la respuesta inflamatoria, destruccién de tejidos, invasion y diseminacion a sitios

sistémicos.>*
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Lipopolisacaridos de Porphyromonas gingivalis

Los lipopolisacaridos son un componente importante de la membrana externa de las
bacterias gram-negativo, los cuales contribuyen a la integridad bacteriana y protegen la
membrana. Estos estan conformados por tres componentes: polisacéridos (exterior),
oligosacaridos (centro) y lipido A (interior). Los lipopolisacaridos de bacterias entéricas
tales como Escherichia coli son endotoxinas prototipicas que inducen a una fuerte
respuesta del sistema inmune y se une a los receptores tipo Toll los cuales promueven la
secrecion de citoquinas proinflamatorias en muchos tipos de células. A pesar de que los
lipopolisacaridos de P. gingivalis provocan una respuesta débil del sistema inmunitario, se
ha propuesto que juega un papel importante en la perturbacién de la homeostasis inmune

oral requerida para el mantenimiento de la salud oral.*" %+

Capsulas de Porphyromonas gingivalis

Las capsulas le confieren a los microorganismos que la poseen una mayor capacidad de
agresion o virulencia. Ayuda a proteger a las bacterias del mecanismo de la fagocitosis que
ejecutan las células de defensa del organismo. También favorecen a las bacterias a resistir
la accion de los antibacterianos. Es una fuente de reserva de nutrientes y es muy antigénica.
El antigeno capsular se denomina K, de Kapsel (en aleman) o Vi de virulencia. Las capsulas

pueden servir en algunas bacterias como pruebas de identificacion.’

La diversidad de virulencia entre las cepas clinicas aisladas y las cepas de laboratorio de
P. gingivalis han sido examinadas por diversos investigadores usando modelos roedores
donde se minimizan los factores de susceptibilidad del hospedero. En estudios recientes se
utilizaron ampliamente modelos de abscesos en roedores. Luego de la infeccidn subcutanea
de los roedores con P. gingivalis se evalud la patogenicidad y virulencia en relacién al
tamafo de los abscesos y/o lesiones erosivas de la piel que se desarrollaron en conjunto
con caquexia y muerte de los roedores. En estos estudios las variaciones clonales de
patogenicidad y virulencia fueron claramente demostrados y muchas cepas de P. gingivalis

fueron clasificadas como virulentas/invasivas o no virulentas/ no invasivas.*?
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Las bacterias gram-negativo pueden producir polisacaridos cargados negativamente, no
invasivos, hidrofilicos, extracelulares los cuales se presentan como capsulas bacterianas.
Los polisacaridos capsulares resisten la fagocitosis y son factores de virulencia importantes
para la bacteria, donde se ha encontrado que una alta tasa de clones virulentos / invasivos

se encuentran encapsulados.

Por lo tanto, la presencia de una capsula aparenta ser uno de los factores de virulencia
determinantes, a pesar de que otros factores que regulan la expresion de virulencia en P.
gingivalis no han sido claramente dilucidados. Del mismo modo es importante resaltar que

existen cepas de P. gingivalis las cuales no poseen dicha capsula.>®

Variaciones de los antigenos K de Porphyromonas gingivalis

Los polisacaridos capsulares bacterianos que funcionan como antigenos son denominados
antigenos-K, y son un factor de virulencia importante para la bacteria. Los antigenos-K de
P. gingivalis, los cuales han sido clasificados en siete serotipos (K1-K7), son considerados
porque contribuyen significativamente en la virulencia bacteriana. Se encontrd que
distintas cepas con estos siete serotipos eran todas encapsuladas y altamente virulentas en
los modelos de abscesos en roedores, comparados con las cepas no encapsuladas. A esto
se afiade que se ha examinado la prevalencia de los clones con serotipo K en 185 pacientes
con periodontitis en las siguientes proporciones: K1, 3.8%; K2, 2.2%; K3, 1.1%; K4, 3.2%);
K5, 12.0%; K6, 23.2%. Sin embargo, el vinculo de los serotipos K con la virulencia en la

periodontitis no estd completamente entendida.>® **

Hemaglutinacién y agregacion plaquetaria por Porphyromonas gingivalis

Las hemaglutininas son un tipo de proteina que se agregan a los hematies o glébulos rojos
provocando la aglutinacion de los mismos. Varios organismos microbianos poseen
hemaglutininas, y al proceso de aglutinacion de los hematies se le conoce como
hemaglutinacion. La hemaglutinacion provocada por P. gingivalis media la adherencia
bacteriana a las células del hospedero asi como la adquisicion bacteriana de hemina de los

eritrocitos (la cual es esencial para la multiplicacion).>*
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La bacteria también puede agregar plaquetas. Las plaquetas sanguineas son rapidamente
activadas para la agregacion cuando son expuestas a un estimulo apropiado asociado a la
disrupcion del revestimiento de células endoteliales de los vasos sanguineos; estas
plaquetas forman un tapon plaquetario efectivo para la homeostasis en el sitio del dafio o
injuria. La agregacion plaquetaria provocada por P. gingivalis puede conllevar a
consecuencias patoldgicas serias si el organismo encuentra una via de acceso al torrente
sanguineo.>

Es sabido que la trombosis en la arteria coronal es iniciada por la formacion de placas de
ateromas Yy la agregacion plaquetaria puede contribuir a esa constriccion. La agregacion
plaquetaria bacteriana podria explicar el vinculo emergente entre la periodontitis y las

enfermedades cardiovasculares.>*

2.8.3 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un coco-bacilo facultativo anaerébico, gram-
negativo inmovil asociado con la periodontitis agresiva. Este estd agrupado en seis
serotipos (a-f) basados en los antigenos de polisacaridos presentes en la superficie de la
célula, del mismo modo estan agrupados en distintos genotipos. A
actinomycetemcomitans posee dos exotoxinas: la leucotoxina y toxina citoletal de
distension (Cdt por sus siglas en inglés). Existe una diversidad considerable intraespecies
de A. actinomycetemcomitans y su relacion con la enfermedad es basicamente moderada.
Segun Hoglund et al.>® un clon especifico de A. actinomycetemcomitans, la JP2 esta
fuertemente asociada con periodontitis agresiva en individuos de ascendencia africana.
Ellos establecen que el clon JP2 se diferencia de los demas clones de A.
actinomycetemcomitans por diversas peculiaridades genéticas asi como un incrementado
potencial de virulencia. Los genes Cdt a, b y ¢ estan presentes en el 80% de las cepas A.
actinomycetemcomitans, su asociacion con la enfermedad queda ain pendiente para

determinar.5% 57-
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En cuanto a la distribucion de los serotipos de acuerdo a su ubicacion geografica, Brigido
et al.> realizaron una revision de literatura de articulos que documentaban la relacion entre
la distribucion de serotipos de A. actinomycetemcomitans, estatus étnico, poblaciones
geogréficas y las condiciones periodontales. Ellos se enfocaron en la relacion de los
distintos serotipos bacterianos y el estado periodontal. La busqueda se baso en articulos
que reportaran la presencia de los distintos serotipos de A. actinomycetemcomitans
mediante ensayos con PCR, del mismo modo las muestras debian ser de pacientes con
periodontitis y periodontalmente sanos, puesto que la bacteria puede encontrarse en estado
de salud periodontal, periodontitis e infecciones no orales. Entre los resultados encontrados
notaron que en general los serotipos a-c se encontraban con mucho mas frecuencia en las

muestras orales que los serotipos d-f.

En estudiantes afroamericanos se encontrd que los serotipos de A. actinomycetemcomitans:
a, b y c estaban distribuidos de manera equitativa; en cambio en estudiantes hispanos el
serotipo de mas prevalente fue el c. Entre las cepas de A. actinomycetemcomitans
estudiadas en Grecia, se encontrd que los serotipos a, b y ¢ conformaban el 95% de los
serotipos presentes. De igual modo un 98% de los serotipos presentes en pacientes
brasilefios estaba distribuido entre los tipos a, b y c, siendo ¢ la mas prevalente. Los
serotipos d, e y f se encontraban con poca frecuencia. En cuanto a sujetos de los Estados
Unidos, los estudios revisados por Brigido et al.>’ mostraban que el serotipo ¢ es
dominante, seguido luego por el a y b. En poblaciones asiaticas tales como japoneses,
tailandeses y coreanos usualmente estaban infectadas con serotipo c, siendo este
predominante pero no nico. A pesar de que el serotipo e es raro de encontrar, se observo

que en pacientes indonesios este era el mas prevalente.
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2.8.3.1 Condiciones de cultivo e identificacion

Crece como una colonia blanca, transparente, suave y no hemolitica en agar sangre, aunque
puede hacerse crecer en Tryptic Soy Agar. Para su crecimiento A. actinomycetemcomitans
se identifica de preferencia en un medio especifico de crecimiento (con vancomicina y
bacitracina como antibioticos para suprimir otras especies) y suero como nutriente, bajo 5
a 10% de dioxido de carbono, donde aparece como una colonia blanca y transparente con

una estructura interna en forma de estrella.®!

2.8.3.2 Factores de Virulencia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

A. actinomycetemcomitans produce una variedad de factores de virulencia tales como los
lipopolisacaridos, colagenasa, proteasa, leucotoxinas y toxina citoletal de distension. La
leucotoxina tiene la habilidad de formar poros en los granulocitos, monocitos y en algunos
linfocitos neutréfilos, que mueren después debido a la presion osmética. La colagenasa
provoca destruccion del tejido conectivo y la proteasa tiene la capacidad de adherirse a la

inmunoglobulina G. 557"

2.8.4 Eikenella Corrodens

Eikenella Corrodens es un coco-bacilo gram-negativo anaerébico el cual era previamente
conocido como Bacteroides corrodens. Se le reconoce como un patégeno oportunista que
se puede encontrar presentes en tanto infecciones orales como en otras areas del cuerpo;
sola 0 acompariada por otras bacterias. Esta bacteria usualmente se encuentra en la cavidad
oral, el aparato respiratorio superior y en la superficie de las mucosas de los sistemas
intestinal y genital.®® %° Ha sido relacionada junto con las demas bacterias del grupo
“HACEK” (Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella) por ser

parte de las bacterias presentes con mas frecuencia en endocarditis bacteriana.>

2.8.4.1 Condiciones de cultivo e identificacion
Crece lentamente en condiciones aerdbicas en agar sangre o agar chocolate, asi mismo, la

presencia de 5% de CO; favorece su crecimiento.®
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Son colonias rugosas, convexas, de bordes circulares o irregulares, grisaceas, translucidas,
no hemoliticas y presentan olor a humedad o a cloro. Después de varios dias de incubacion
adquieren una pigmentacion amarillenta. Dentro del mismo cultivo se puede observar
macroscopicamente que algunas colonias corroen o producen pequefios surcos en el agar.
También se pueden observar colonias rodeadas por un halo verdoso. Cuando se examinan
estas colonias con lupa, se observa que la depresion, halo o surcos en el agar son en realidad

colonias muy pequefias.®°

2.8.4.2 Factores de virulencia de Eikenella Corrodens
Entre los factores de virulencia presentes en Eikenella corrodens tenemos los
lipopolisacaridos, los exopolisacaridos, las proteinas de membrana externa, limo,

adhesinas y pilis.>®

Lipopolisacaridos de Eikenella corrodens
Sus lipopolisacaridos estan formados basicamente por un 34.5% p/p de carbohidratos, 25%
p/p de lipido A y una pequefia cantidad de acido 2-ceto-3-deoxioctonoico (KDO), heptosa
y una fuerte actividad endotoxica clasica.*®
Se han diferenciado 16 fenotipos diferentes de lipopolisacaridos entre 27 cepas conocidas
de Eikenella corrodens. Del mismo modo esta bacteria presenta un factor de

hemoaglutinacion estable al calor para eritrocitos de humanos, ovejas y ratones.>®

Limo

Con estudios de microscopia se ha visto que Eikenella corrodens posee una capa de limo
fibroso asociado con la superficie externa de la membrana externa, la cual est4 constituida
por exopolisacaridos. El limo de Eikenella corrodens parece tener una respuesta

inmunosupresora importante.>®

Proteinas de la membrana externa
La membrana externa de Eikenella corrodens presenta de una a tres bandas de proteina,

una de ellas muestra actividad antigénica y del mismo modo funcion de porina.®®
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Pili

Se conoce como pili a apéndices de superficie proteinica que trabajan como factores de
virulencia, pues se entiende que la modulacién de la piliacién puede ser un mecanismo para
evadir la respuesta inmune por parte del hospedero.*®

Estos también transmiten informacidn genética por lo que usualmente se les relaciona con

los casos de resistencia a los antimicrobianos. Es una estructura antigénica.'’

2.8.5 Fusobacterium nucleatum
El género Fusobacterium actualmente incluye unas 13 especies; de las cuales
Fusobacterium nucleatum es la que con mas frecuencia se encuentra en especies humanas

y tiene a su vez 5 subespecies.®!

El Fusobacterium nucleatum, es un bacilo fusiforme anaerébico, gram-negativo. Es
frecuentemente encontrado tanto en la placa supragingival como en la subgingival.
Estudios revelan que Fusobacterium nucleatum no sélo induce péptidos antimicrobianos e
IL-8, una quimioquina para los neutréfilos desde las células epiteliales gingivales, sino que
ademas son altamente susceptibles a ser eliminadas mediante péptidos antimicrobianos y
neutrofilos. Estas caracteristicas indican que Fusobacterium nucleatum puede que sea un
miembro no dafino o inclusive beneficioso de la microbiota oral.®® 6 Sin embargo,
Socransky et al.** mostraron la alta prevalencia y altos niveles de Fusobacterium
nucleatum asociados con profundidad al sondaje aumentado.

También se ha reconocido que Fusobacterium nucleatum actda como puente de
coagregacion entre aerobios y anaerobios no agregativos, dado a que se ha visto su relacién

con todas las especias bacterianas orales estudiadas hasta el momento.®2

2.8.5.1 Condiciones de cultivo e identificacion
Crece de manera anaerobica en agar-sangre y puede identificarse facilmente en un medio

especifico.>
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2.8.5.2 Factores de virulencia de Fusobacterium nucleatum

Las propiedades adhesivas de Fusobacterium nucleatum han sido evaluadas por distintos
investigadores los cuales han demostrado que diversas cepas tienen como caracteristica la
habilidad de hematoglutinar eritrocitos. También se ha visto adhesion a células epiteliales,
componentes salivares, fibroblastos gingivales, células blancas y superficies de algunas

bacterias.5®

Del mismo modo, este organismo tiene la capacidad de inducir la muerte celular apdptica
de células tanto mononucleares y polimorfonucleares, y por lo tanto puede conllevar a la
activacion de la liberacion de citosinas, elastasa y radicales de oxigeno a partir de los
leucocitos. Su caracteristicas de poder co-agregarse con casi todos los microorganismos
les hace parecer como puentes entre los colonizadores primaros y los colonizadores

secundarios del biopelicula.>

2.8.5.3 Relacién entre Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum
Distintos estudios han demostrado que las co-infecciones con diferentes patdgenos
modulan la respuesta inmune y afectan el resultado clinico de la infeccion en diversas
enfermedades. En el caso de la cavidad oral, usualmente Porphyromonas gingivalis
coexiste con otras bacterias periodonto-patdgenas tales como Prevotella intermedia y
Fusobacterium nucleatum.®* Polak et al. mostraron en un modelo murino que P. gingivalis
y F. nucleatum potencian los resultados de las periodontitis experimentales al compararse
con mono-infecciones ya fuese con una u otra bacteria.®® De manera similar el uso de
modelos murinos en abscesos inducidos por una combinacion de P. gingivalis y F.
nucleatum tuvieron un efecto sinérgico en la destruccion de tejidos blandos.

P. gingivalis ha sido relacionada con algunas enfermedades cardiovasculares,
especialmente en el proceso de formacion de ateromas. Se ha comprobado la existencia de

P. gingivalis en placas ateroescleréticas mediante técnicas de PCR.
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En un estudio realizado por Saito et al.%® en el cual se evaluo la habilidad de P. gingivalis
de invadir células humanas gingivales epiteliales y células endoteliales adrticas humanas
en co-infeccion con cepas de F. nucleatum tanto clinicas como con cepas de laboratorio,
se observo que las habilidades invasivas de P. gingivalis fueron mucho mas potentes
cuando eran incubadas con las cepas clinicas de F. nucleatum en lugar de las de laboratorio.
La coagregacion entre P. gingivalis y F. nucleatum esta mediada por una unién especifica
de carbohidrato-proteina. Entre sus funciones F. nucleatum protege a especies que son
acido-sensibles como P. gingivalis en contra de los ataques &cidos. Del mismo modo F.
nucleatum contribuye a la generacion de un microambiente reducido y capnofilico el cual
es necesario para el crecimiento de P. gingivalis. Podriamos con esto concluir que la
combinacion de estas dos bacterias provee propiedades Unicas que potencian la virulencia
de la infeccién y puede que ocurra debido a una interaccion especifica entre los agentes

infecciosos.5

2.9 Agentes Quimicos Antimicrobianos
Los agentes quimicos antimicrobianos no estan compuestos por un solo tipo de agente, sino
que estos se clasifican segun su selectividad.®* Los podemos agrupar de la siguiente
manera:
1. Agentes no selectivos
e Antisépticos: los cuales pueden ser usados en tejidos vivos. Tienen como
funcidn prevenir o impedir el crecimiento o accion de los microorganismos
mediante la inhibicion de su actividad o la destruccion de los mismos.3*
e Desinfectantes: estos solo se emplean sobre objetos inanimados o medios
inertes. Algunos tienen la capacidad de destruir tejidos vivos. La FDA
(Food and Drug Administration) explica que estos pueden destruir en 10 o
15 minutos los gérmenes que son depositados sobre un material inerte;
refieren ademas que estos deben destruir “todas las formas vegetativas de
las bacterias, ademas de los hongos y los virus”.3*
e Esterilizantes: los esterilizantes quimicos son desinfectantes que poseen

nivel esporicida.®*
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e Preservadores o conservadores: estos agentes tienen como funcion
prevenir el deterioro de alimentos, liquidos anestésicos, medicamentos,

entre otros, que son provocados por microorganismos.

2. Selectivos:
e Quimioterapicos: son agentes que poseen una accion selectiva, los cuales
pueden inhibir o destruir microorganismos. Estos se pueden utilizar en seres

vivos tanto de manera sistémica como local.*

2.10 Antisépticos Orales como coadyuvantes en el control de la biopelicula durante

la terapia de tratamiento fase | o etioldgica

Las enfermedades periodontales usualmente se relacionan a una infeccion polibacteriana
sobretodo en sus subdivisiones principales, como la periodontitis cronica, la cual se
caracteriza por destruccion progresiva del ligamento periodontal y hueso alveolar en
conjunto con la formacion de bolsas periodontales, recesiones o la combinacion de ambas,
y la periodontitis agresiva la cual presenta una progresion mas rapida debido a las
respuestas inmunes del hospedero a las agresiones bacterianas.®” De acuerdo con Matesanz-
Pérez et al. “el gold standard para el tratamiento de la periodontitis es el desbridamiento
mecénico de las bolsas mediante el raspado y alisado radicular”.%8%% Segtin van Winkelhoff
y Winkel, el tratamiento periodontal basico puede incluso detener la actividad de la
enfermedad en la mayoria de los casos de pacientes adultos con periodontitis cronica.®® Sin
embargo se entiende que este modo de abordaje es un procedimiento terapéutico
demandante y que tiene sus limitaciones relacionadas con la dificultad para accesar a bolsas

periodontales profundas y a furcaciones con el fin de eliminar ciertos patdgenos.5®
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Se ha corroborado que cuando las bolsas periodontales mayores a 5mm no ceden con la
terapia basica, se precisa de realizar cirugias de acceso con el fin de lograr un mejor raspado
y alisado radicular a campo abierto, lo que permite mejor remocién de los depdsitos
bacterianos. Luego de que se realiza cualquier tipo de cirugia periodontal, esta conlleva
algunos dias de recuperacion de la zona tratada, donde la higienizacion se puede ver
comprometida por el hecho de que se evita tocar la zona sensible. Una medida para evitar
la formacion de biopelicula dental es el uso de antisépticos orales. Se ha visto que los
antisépticos orales interrumpen la adhesion y coagregacion de la biopelicula mediante
distintas vias. El uso de tratamientos quimioterapéuticos en odontologia no es algo nuevo,
pues ya se vienen utilizando como coadyuvantes de la terapia de mecéanica para el control
de la placa bacteriana, asi como métodos de prevencion y tratamiento de las enfermedades
periodontales.

2.10.1 Antisépticos Orales

Los antisépticos son agentes quimicos utilizados para eliminar microorganismos orales de
diversas formas. Se conocen como antisépticos orales al gluconato de clorhexidina, cloruro
de cetilpiridinio, los aceites esenciales, entre otros. Cada uno de los antisépticos orales debe

cumplir ciertos requisitos y pueden actuar sobre los microorganismos:

e Provocando muerte celular.'t
e Inhibiendo la reproduccion microbiana.

e Inhibiendo el metabolismo celular.!!
Del mismo modo los antisépticos deben poseer sustantividad; ésta puede ser medida de dos

formas: a) el tiempo necesario para que su actividad antiséptica disminuya hasta la mitad

y b) porcentaje de su actividad antiséptica que se conserva pasado un tiempo dado.*
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La efectividad de estos agentes antisépticos varia ampliamente y depende de la
formulacion, la concentracion del agente activo, dosis, sustantividad, cumplimiento del uso
y su interaccion con otros quimicos presentes en la cavidad oral en el momento de su uso.
Diferentes enjuagues antimicrobianos han demostrado eficacia en contra de las bacterias,

hongos, virus y esporas.*!

2.10.2 Clorhexidina

De los antisépticos orales ya mencionados el gluconato de clorhexidina se conoce como el
agente antimicrobiano que mejor cumple con estos parametros. Este es un bisguanida de
naturaleza catidnica, y por esta razon presenta afinidad por la pared celular (cargada

negativamente) de los microorganismos.*2

La exposicién a la clorhexidina causa ruptura de la membrana celular de la bacteria, lo que
permite el desalojo del contenido citoplasmatico resultando en la muerte de la célula.
Igualmente se adhiere a las mucinas salivares, reduciendo la formacion de biopelicula e
inhibiendo la colonizacién de placa bacteriana. La clorhexidina también se adhiere a la

bacteria, lo cual la inhibe su adsorcién hacia el diente.1% 70 7%

La clorhexidina tiene un amplio espectro de uso, se ha descrito su uso en restauraciones
dentales y su funcion al facilitar la union del adhesivo en restauraciones dentales debido a

la inhibicion de los factores enddgenos que degradan la interfase adhesiva.’

Existen distintas presentaciones de clorhexidina las cuales pueden variar entre paises y
laboratorios farmaceéuticos. La clorhexidina puede venir en presentaciones de colutorios o
enjuagues con concentraciones al 0.05%, 0.12%, 0.5%, 0.20% y 2%."”® Vienen también
presentaciones en gel que pueden ser al 0.5%, 1% y 2% y chips liberadores de clorhexidina
de 2.5mg los cuales se colocan en sitios con bolsas periodontales, luego del raspado y

alisado radicular.” 7>
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Del mismo modo se han hecho presentaciones en spray al 0.12% y al 0.20%°; se ha
afiadido a goma de mascar y se ha utilizado en estudios para ver el control de placa en
pacientes jovenes que portan aparatologia ortoddntica’” asi como se han hecho cepillos
dentales que liberan clorhexidina.”® Del mismo modo existen distintos tipos de
combinaciones de clorhexidina con otros tipos de antimicrobianos.

El gluconato de clorhexidina al 0.12% es un antiséptico bactericida con eficacia probada

en contra de los siguientes organismos:* "

e Unamplio rango de organismos gram positivo y gram negativo.! 7

e Organismos aerobios y anaerobios muchos de los cuales se asocian a la placa
bacteriana, incluyendo Fusobacterium nucleatum y Prevotella intermedia. - 7%

* Virus de herpes simple 1y 2, virus de inmunodeficiencia tipo 1, citomegalovirus,
influenza A, parainfluenza y hepatitis B. (La clorhexidina no esta aprobada para la
prevencion y el tratamiento de infecciones virales).! 7*

e Ataca también al menos siete especies de Candida y otras levaduras (en ocasiones
con su solo uso 0 en combinacion de otros medicamentos antifingicos para reducir
infecciones oportunistas en poblaciones de alto riesgo, tales como pacientes

sometidos a tratamientos para la leucemia o trasplante de médula 6sea).tt 7*

El gluconato de clorhexidina se adhiere firmemente a las estructuras dentarias, la placa
dental y a los tejidos orales blandos. Se libera lentamente en la cavidad oral, lo que le otorga
efectos antimicrobianos que se mantienen hasta por 12 horas dado a su alto nivel de
sustantividad.'t "

La Academia Americana de Periodoncia planteé que dado a la sustantividad de la
clorhexidina en enjuague en una concentracion al 0.12%, esta se debe utilizar: 15ml por un
minuto, dos veces al dia por 15 dias.”® Es importante resaltar que no solo influye la
concentracion de clorhexidina que se esté utilizando (ej.: 0.12% o 0.20%), sino que la

cantidad usada y el tiempo de uso va a variar dependiendo de la concentracion elegida.
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Aunque las indicaciones de uso varian de acuerdo al fabricante, se puede establecer que a
mayor concentracion se debe usar menor cantidad y por menor periodo de tiempo durante
el enjuague, asi mismo de manera inversa a menor concentracion, mayor cantidad y mayor
tiempo durante el enjuague.’?

Del mismo modo se han visto efectos adversos provocados por el uso de la clorhexidina.
Hay pacientes que presentan hipersensibilidad a la clorhexidina, asi como se ha
comprobado que la misma provoca tincién de los dientes, alteracion del sabor,
descamacion de la mucosa y en algunos casos se ha reportado inflamacion de la glandula
pardtida, sobre todo cuando ésta se utiliza por un tiempo mas prolongado de lo indicado.
Los casos de tincion se han visto agravados cuando los pacientes al momento de usar la

clorhexidina consumian vino, té, café o tabaco.'! & 8t

A pesar de los efectos adversos que presenta, sus beneficios son mayores en cuanto a la
inhibicion de placa bacteriana por lo cual se ha recomendado su uso luego de
procedimientos quirdrgicos donde el paciente no podra higienizarse adecuadamente en la
zona tratada. Luego de una intervencion quirdrgica el proceso de cicatrizacion se desarrolla
mediante una respuesta inflamatoria y subsecuentemente la presencia de inflamacion
promueve la rapida formacion de biopelicula. Se ha comprobado que cuando hay poca
presencia de placa las incisiones periodontales cicatrizan de manera mas rapida y con
menores complicaciones que cuando se deja formar grandes cantidades de placa. EI Taller
Europeo de Periodontologia establecio que el mantenimiento post-operatorio del control
de placa bacteriana es un factor determinante para conseguir resultados exitosos luego de

una cirugia periodontal.”®

2.10.2.1 Colutorios de Clorhexidina combinados con otros principios activos

Existen distintas formulaciones de colutorios de clorhexidina que incluyen otros principios
activos antimicrobianos tales como triclosan, cloruro de cetilpiridinio, peroxido de
hidrégeno, fluoruro sédico, xilitol, entre otros, los cuales usualmente se afiaden para

mejorar la eficacia antiséptica del colutorio.*?
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Asi mismo, las concentraciones de clorhexidina pueden variar en los colutorios que traen
dichas combinaciones, debido a que se desee disminuir, por ejemplo, los efectos
secundarios que se dan por el uso prolongado de la clorhexidina o porque se desee agregar

un efecto anticaries.'?

2.10.3 Cloruro de Cetilpiridinio

El Cloruro de Cetilpiridinio (CCP) es un amonio cuaternario que presenta actividad
bactericida, pues altera la estabilidad de la membrana celular ya que sus colas laterales se
introducen en la zona hidrofobica. Su mecanismo de accion es similar al de la clorhexidina
en cuanto a que provoca ruptura de la membrana celular, conllevando asi el desalojo del
contenido intracelular y por lo tanto la muerte celular. De acuerdo con DePaola et al.'! el
CCP también altera el metabolismo de la bacteria e inhibe el crecimiento celular. En cuanto
a su sustantividad el CCP se une a la estructura del diente y al biopelicula, sin embargo la
unién no es tan fuerte como el que presenta la clorhexidina y por lo tanto la liberacion de
esa union se da de manera mas rapida. De ahi la necesidad de indicar su uso cada 8 horas.
Las concentraciones disponibles varian de pais en pais. En Estados Unidos estan presentes
las concentraciones al 0.05% y al 0.07%. El primero usualmente se utiliza para fines
cosmeéticos, léase proporcionar buen aliento; y el segundo se suele utilizar como
coadyuvante terapéutico, especialmente en pacientes tratados periodontalmente y que se

encuentran en fase de mantenimiento.' 12

DePaola et al.!! exponen que distintos estudios demuestran la efectividad del CCP frente a
bacterias tales como: Actinomyces viscosus, Porphyromonas gingivalis, Campylobacter
rectus, Streptococcus sanguis, Eikenella corrodens, Salmonella typhimurium,
Fusobacterium nucleatum, Haemophilus ctinomycetemcomitans, Lactobacillus casei, y

Prevotella intermedia. Asi como diversas especies de Candida.
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2.10.4 Peroxido de Hidrogeno

Dentro de los antisépticos usados en la odontologia tenemos también el perdxido de
hidrégeno (H20) el cual viene siendo estudiado desde hace mucho tiempo y se ha
mostrado que posee poder antimicrobiano contra microorganismos orales, asi como ha sido
reportado que su uso tépico reduce la formacion de placa, reduce la severidad de la

gingivitis y limita la gingivitis ulcerativa aguda.®? 8

Miyasaki et al.®* en el afio 1986 hicieron pruebas in-vitro para determinar las
concentraciones minimas inhibitorias (MIC por sus siglas en inglés) y concentraciones
minimas bactericidas (MBC por sus siglas en inglés) del H202 y el H,O2 combinado con
bicarbonato de sodio (NaHCO3). Aungue en ese momento se sabia poco de los efectos o
toxicidad a nivel clinico del H20-, estudios in-vitro revelaban que este provocaba
perioxidacion lipida, lisis de células eucariotas y dafiaba el DNA de las bacterias causando
mutaciones de las mismas.

En una revision de la literatura realizada por Hossainian et. al ® en el 2011, se recopil6
informacion de los efectos del enjuague perdxido de hidrégeno en la prevencion de placa
e inflamacidn gingival. Entre los articulos se encontraron concentraciones gque iban desde
un 0.013% hasta un 1.5% presentando cero inhibicion de placa bacteriana y otros si
presentaban disminucion de placa en niveles de leve a moderado de la gingivitis inicial. En
conclusidn al evaluar las diferencias entre el enjuague de H>O> y tratamientos de control
en los efectos a corto plazo uno de tres estudios indicd un efecto positivo del H.0:
comparado con la no higienizacién por parte del paciente.

Al compararse el H>O> con agua destilada, solucion salina o placebo, el H2O, fue mas
efectivo que los ya mencionados en tres estudios. En la misma revision también se observo
que el H20. comparado con la clorhexidina era significativamente menos efectivo. En
cuanto a los articulos consultados que presentaban los efectos a largo plazo del H2Ozen los
indices gingivales y de placa, un articulo mostro una diferencia significativa en el indice
gingival modificado (MGI por sus siglas en inglés) al compararse con placebo cuando este
era usado como un coadyuvante en la higiene oral diaria, pero tales efectos no se vieron

reflejados en los indices de sangrado.®
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2.10.4.1 Seguridad del uso del peroxido de hidrogeno

En cuanto a la seguridad del uso del peroxido de hidrdgeno se ha hablado que el grado de
concentracion de H>O> esta relacionado con el grado de efectos secundarios. En solo dos
de los diez estudios que se evaluaron en la revision de literatura de Hossainian et. al, % no
se indicaban la concentracion de H>O; utilizado. En los demaés estudios las concentraciones
de H2Oz eran menores a 1.5%. Solo un estudio, de los que no indicaron la concentracion
utilizada, report6 efectos secundarios como sensacion de dolor a nivel oral y/o cambios
erosivos de la mucosa oral. Del mismo modo ellos explican que otras literaturas han
indicado casos aislados en gue se presentan efectos secundarios a partir de concentraciones
al 3% al utilizarlo de 1-2 minutos de 3-5 veces al dia y que a menor concentracion, los
cambios en la mucosa oral eran menos marcados.

Hossainian et. al.® explican que a base de los estudios seleccionados se puede concluir
que el uso de productos con bajas concentraciones de H202 (menos de 1.25%) de manera

diaria, por un periodo prolongado de tiempo, no induce a efectos secundarios.

2.10.4.2 Combinaciones de perdxido de hidrdgeno con clorhexidina

Se han desarrollado combinaciones de peroxido de hidrdégeno con clorhexidina a distintas
concentraciones para uso de enjuague oral. Algunas investigaciones se han realizado con
el fin de conocer los efectos tiene el H202 en la inhibicion de la formacion de manchas
luego de usarse la clorhexidina. Existen resultados positivos con respecto a la inhibicion
de biopelicula con el uso de clorhexidina con agentes oxidantes como el peroxi-

monosulfato.®

Dona et al.  hicieron una prueba con la combinacion de clorhexidina y perborato sodico
monohidratado (Bocasan, Oral-B®, Belmont, California). Este venia en polvo que al ser
agregado a 30ml agua liberaba peroxido de hidrégeno al 1.14%. Los investigadores
encontraron que esta combinacion dio como resultado indices de placa significativamente
mas bajos al ser comparados con clorhexidina sola en un modelo de acumulacién de placa
de 3 dias.
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Griindemann et al.®’ realizaron una investigacion donde también se usé perborato sodico
monohidratado (Bocasan, Oral-B®, Belmont, California) en conjunto con clorhexidina al
0.12% versus clorhexidina al 0.12% sola, en un protocolo donde se le indicé a los
participantes no utilizar ninguna medida de higiene méas que los enjuagues.

Al grupo de estudio se le indicé hacer el enjuague primero con el perborato sédico disuelto
en 30ml de agua por 1 minuto, escupir y luego enjuagarse con 15ml de clorhexidina por 1
minuto, dos veces al dia por 14 dias. El grupo control se enjuagd 2 veces al dia con 15ml
de clorhexidina por 1 minuto, por 14 dias también. Al finalizar el estudio se observé que
habia mejoria en cuanto a la inhibicion de placa y desarrollo de gingivitis. En cuanto a la
proporcion de tincion, placa y gingivitis de las superficies manchadas fue
significativamente menor cuando se le agregé un agente oxidante en conjunto con la

clorhexidina.?’

En el 2013 Mirhadi et al.®® realizaron un estudio para conocer la citotoxicidad de la
combinacion de peroxido de hidrégeno y clorhexidina (CHX) en distintas concentraciones
en fibroblastos humanos cultivados del ligamento periodontal de terceros molares
extraidos. Los fibroblastos fueron sometidos a seis soluciones preparadas: a) CHX al 0.2%
y b) CHX al 2% solas; asi como ¢) CHX 0.2% + H202 1%; d) CHX 0.2%+ H20, 3%; ¢€)
CHX 2% +H202 1% y f) CHX 2% +H>02 3%. Todas las soluciones fueron citotoxicas
sobre los fibroblastos, pero la combinacion f) CHX 2% + H202 3% fue la més citotdxica y
laa) CHX al 0.2%, fue la menos. La citotoxicidad de la CHX 0.2% no aumento a pesar de
que se aumentara el H2O2 de un 1% a 3%. Por lo que los autores concluyeron que para
lograr una buena sinergia entre los antisépticos y a la vez evitar la mayor citotoxicidad
posible la combinacion CHX 0.2% + H20, 3% es la ideal.

2.10.5 Aceites Esenciales

Los Aceites Esenciales son una combinacion de aceites esenciales fendlicos compuestos
por eucaliptol, mentol, salicilato de metilo y timol. Los cuales no tienen ningun tipo de
carga, tienen baja sustantividad y alta capacidad de interaccion con ciertos componentes

de la placa bacteriana.: 8
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Sus efectos antimicrobianos se dan por sus compuestos fenolicos los cuales provocan:

e Desnaturalizacion de las proteinas.!!

e Alteracion de la membrana celular, provocando desalojo del contenido intracelular
y la posterior muerte celular.'!

e Alteracion de la actividad enzimatica.'!

e Presenta propiedades antiinflamatorias al inhibir una enzima involucrada en la
formacion de prostaglandinas (sintetasa de prostaglandina). Las prostaglandinas
son parte de los mediadores primarios de inflamacion.*!

e De los aceites esenciales el timol, principalmente, altera la funcion de los
neutrofilos al suprimir la formacion radicales libres en los mismos y también

alterando la quimiotaxis de neutrofilos.*

Se tiene entendido que la exposicion a los aceites esenciales por un periodo de tiempo de
30 segundos provoca alteraciones morfologicas en la superficie celular de ciertos
patdgenos orales. Se cree que se altera la integridad de la membrana celular; estos cambios
en la superficie celular influyen de manera adversa a la sobrevivencia de las bacterias y
hongos. Un dato importante acerca de los aceites esenciales, es que estos pueden extraer
las endotoxinas de las bacterias gram-negativo limitando asi parte de sus factores de
virulencia. Los aceites esenciales pueden lisar tanto bacterias aerobias como anaerobias
relacionadas con el biopelicula como son: A actinomycetemcomitans, A viscosus, S mutans,

S sanguis, especies Bacteroides.!!

2.10.6 Triclosan

Es un bisfenol anidnico y liposoluble sintético que ha demostrado eficacia contra la placa
bacteriana —biopelicula- y asi mismo actividad antinflamatoria. Es frecuentemente
utilizado como antiséptico con un amplio espectro y baja toxicidad y se ha usado en la
cosmetologia por mas de 20 afios, siendo afiadido a enjugues, jabones, y otros cosméticos

de uso humano.®®
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En el caso de los enjuagues, usualmente su composicion viene en concentraciones de
0.03%, a pesar que se entiende que su potencial para disminuir el metabolismo bacteriano
y consecuente reduccion de adherencia a las mucosas se presenta en concentraciones al
0.05%.8°

La accion de este compuesto es la disrupcion de la membrana plasmatica de las bacterias
incrementando su permeabilidad e inhibiendo la actividad de enzimas similares a la
tripsina, modificando el transporte celular y previniendo el adecuado metabolismo y
reproduccion de las células bacterianas; todo este proceso no presenta un desbalance en la
microbiota oral. Su amplio espectro actda contra las bacterias gram-positivo y gram-
negativo y es efectivo contra el género micobacterium, bacterias anaerébicas, esporas y

hongos de las especias Candida.®

El triclosan es un agente con carga anionica y por lo tanto posee baja sustantividad,
especialmente cuando se incorpora a enjuagues orales. De modo que para remediar esta
deficiencia usualmente se relaciona o agrega con copolimeros tales como el Gantrez, junto
con el cual autores refieren que le proporciona sustantividad de 12 horas. Asi que su
efectividad se basa en su biodisponibilidad. Debido a su alta biodisponibilidad se puede
afirmar que el triclosan puede reducir la placa en un 22% vy la gingivitis en un 25% esto
perdura aun méas debido a la baja concentracion de alcohol presente en la férmula

provocando una estabilidad en el pH de alrededor de 6.8.%°

2.10.7 Xilitol

El xilitol es un sustituto del azucar, no nutritivo y por lo tanto no caldrico, que ha sido
usualmente afiadido a confiteria y de igual modo a algunos enjuagues orales. Este sustituto
no puede ser metabolizado por las bacterias orales, y en adicion el xilitol puede ayudar la

inhibicion del crecimiento de Streptococcus mutans.8® %
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Este tipo de poliol tiene distintas propiedades que se consideran favorables en cuanto a la
prevencion de las caries. Dado a su composicién éste reduce la cantidad de polisacaridos
extracelulares adherentes, reduce igualmente acidos lipopoteicos lo cual se traduce en una
biopelicula con poca adherencia a las superficies dentales.®

2.10.8 Fluoruros

Algunos enjuagues antisépticos traen incorporados en su formulacion fluoruros, los cuales
tienen un papel importante al interferir en el proceso de las caries dentales. Autores
describen su accion como carioestatica, pues es un ion que interfiriere con el balance
ecoldgico de la biopelicula y suele adherirse rapidamente a la superficie del esmalte debido
a los bajos pH que usualmente presentan los enjuagues antisépticos; por lo tanto reduce de
este modo la acidogénesis bacteriana y la desmineralizacién del esmalte. Igualmente
interfiere con la biosintesis de los polisacaridos responsables por la adhesion de los
microorganismos a las superficies dentales y por lo tanto contribuyen a la remineralizacion
dental. 8°

2.10.8.1 Fluoruro de Sodio

El fluoruro de Sodio en enjuagues ha mostrado ser efectivo al reducir caries e inhibir el uso
de carbohidratos por parte de los microorganismos orales al bloquear las enzimas
involucradas en la via glucolitica bacteriana. En el caso especifico de las células
estreptocdcicas, el flior inhibe la enolasa, una de las enzimas que pertenece a la serie de
enzimas glucoliticas.®® °> De acuerdo con Sajadi et al.*® analisis de los intermediarios
glucoliticos muestran que el xilitol inhibe la parte inicial o superior de las vias glucoliticas
mientras que el fldor inhibe la parta final 0 mas baja. Esto sugiere que la combinacion del
flaor y el xilitol posee efectos inhibitorios sinérgicos en la produccion de acido por parte
del Streptococcus mutans y que el xilitol tiene el potencial de mejorar los efectos

inhibitorios de bajas concentraciones de fltor. 8
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2.10.8.2 Fluoruro de Potasio
Las sales de potasio, tales como el fluoruro de potasio han sido ingredientes activos
utilizados en enjuagues y pastas dentales con el fin de tratar la hipersensibilidad

dentinaria.??

2.10.9 Acetato de Zinc
Las sales de zinc han mostrado un efecto de inhibicion moderado en la formacion de
placa bacteriana y la formacion de célculo supragingival sin mostrar efectos secundarios

significativos. % %

La glicdlisis y uredlisis son eventos metabolicos importantes en la placa dental pero con
efectos opuestos en los niveles de pH de la placa. La glicélisis hace que el pH decrezca a
través de la formacion de &cidos orgéanicos, mientras que la ureélisis aumenta el pH a
través de la liberacion de amonio. La aplicacién de urea simultaneamente con o previo a
un desafio de glucosa suprime el descenso del pH en la placa. El zinc al igual que la
clorhexidina es un agente cationico que es conocido por disminuir la produccion de

acidos por parte de la placa dental luego de ser expuesto a sacarosa o glucosa.*®

En un estudio realizado por Giertsen et al.% en donde pacientes hicieron enjuagues que
tenian acetato de zinc y clorhexidina, se confirmé informacion de estudios previos que
decian que los iones de zinc inhiben la produccion de &cidos en la placa dental.
Mostraron también que un enjuague con 20mmol/L de acetato de zinc suprime la
produccidn de amonio por parte de la urea en la placa dental. Este estudio demostr6 que
los iones de zinc inhiben tanto la produccion de acidos y el metabolismo de urea que se
presenta en la placa dental formada. La retencion de iones de zinc en la cavidad oral
puede explicar el efecto inhibitorio que tienen los iones de zinc tanto en la ure6lisis o

glicolisis provocada por la placa.

Se cree que los iones de zinc inhiben las enzimas glucoliticas. En estudios in-vitro se ha
visto que la combinacion de clorhexidina e iones de zinc inhiben de manera sinérgica el

crecimiento de estreptococos orales.
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En otro estudio realizado por Grietsen et al. % estos refieren que al combinar iones de
zinc con antimicrobianos como la clorhexidina, resulta en una reduccion de los efectos

adversos de este Ultimo, tales como tincion o el aumento en la formacién de calculo.

2.10.10 Caesalpinia coriaria y usos medicinales.

El uso de plantas con fines medicinales también tiene su parte en odontologia. En el caso
particular de la Republica Dominicana el uso de plantas como remedios viene vinculado a
los distintos grupos aborigenes que habitaron la isla antes de la época colonial. El
Guatapand, Caesalpinia coriaria (Jacg.) Willd, es una planta que existe en casi todos los
lugares aridos de América Tropical, ubicandose desde México, las Antillas e inclusive en

la parte norte de América del Sur.°

El fruto del Gutapana o Guatapanal, como también se le conoce en la Republica
Dominicana, es usado como remedio casero como astringente y hemostatico en heridas, y
en otras condiciones hemorragicas, asi como se utiliza para el tratamiento de amigdalitis
mediante enjuagues y también como antidiarreico. Las raices son antisépticas contra la
gangrena. (10)

En el afio 2007 Cruz-Minier se propuso a determinar la existencia de sensibilidad o
resistencia de las bacterias Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Klebsiella pneumoniae frente a diferentes
concentraciones del extracto de Guatapana. Encontraron que en las pruebas se obtuvieron
halos de sensibilidad que midieron entre 5y 7 mm para todas las bacterias exceptuando

Streptococcus pyogenes, cuyo resultado presentd resistencia.*

En una revision de Waizel y Martinez del 2011%, de plantas medicinales utilizadas en
México para tratar enfermedades periodontales, se menciona a la Caesalpinia coriaria a la
cual se le conoce en este pais bajo el nombre de Cascalote o nacazcolotl. Indican que su
uso es como gargaras y han comprobado que tiene: “propiedades astringentes por su alto

contenido en taninos (elagitaninos), ademas con acidos hidrocianico y shikimico;
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antocianinas, felandrina, heterosidos cianogénicos, mucilagos, saponinas. Mostro actividad

antimicrobiana contra organismos patdgenos.”

También, dependiendo de queé parte de la planta esté siendo empleada y dependiendo del
método para extraccion del contenido, esta puede ser usada para odontalgias, Ulceras e

inflamaciones dentarias.®

2.11 Pruebas de laboratorio

Existen diversas pruebas de laboratorio que nos permiten reconocer qué tipo de bacteria se
encuentra en el biopelicula oral de nuestros pacientes. Estas pueden ser microscopia,
cultivo bacteriano, anélisis enzimaticos, inmunoanalisis, sondas de &cido nucleico y
analisis de reaccion en cadena de la polimerasa. Pero solo el cultivo nos permite hacer

crecer la bacteria para estudiar su sensibilidad frente a diversos medicamentos.*?

Aun cuando existen microorganismos que no pueden ser cultivados, la técnica si permite
hacer crecer muchos periodontopatdgenos con el uso de cultivos selectivos y no selectivos.
Es preciso tambien recalcar que el estudio mediante cultivos presenta ciertas limitaciones
como la incapacidad de detectar niveles bajos de microorganismos, tienen un alto costo,
alta carga de trabajo y requieren un tiempo prolongado hasta que se obtienen los

resultados.*?

2.12 Medios de Cultivo
Los medios de cultivo son preparados estériles que pueden ser solidos, semisélidos o
liquidos los cuales contienen sustancias nutritivas necesarias y ambiente adecuado para el

desarrollo bacteriano.>? Estos deben cumplir con ciertos requisitos:

e Contener las sustancias nutritivas necesarias para la biosintesis bacteriana.®
e Tener un pH 6ptimo.*
e Ser estériles y estar protegidos de la contaminacion exterior para evitar la

contaminacion con bacterias del medio ambiente.>?
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Clasificaremos los medios de cultivo segiin su composicion en corrientes y especiales.

2.12.1 Medios de Cultivos Corrientes
Estos pueden ser liquidos o sélidos tales como el caldo corriente y el agar corriente,
respectivamente. >

e Caldo corriente: Es un preparado en base a carne macerada, peptona, cloruro de
sodio, ajustados a un pH conveniente (pH7). Para reconstituirlos como Caldo, se
les agrega agua destilada y se esterilizan en autoclave.>?

e Agar Corriente: Consta de caldo corriente al cual se le agrega agar-agar que es un
polvo de fibras desecadas de un alga marina llamada Gelidium espiniforme. Este
medio de cultivo provisto por el alga no tiene ningun tipo de valor nutritivo, sino
que sirve Unicamente para darle consistencia al medio. Los nutrientes son

proporcionados por el caldo.>

Los tipos de medios de cultivo corrientes son utilizados para hacer crecer especies

bacterianas que son poco exigentes desde el punto de vista nutritivo.>?

2.12.2 Medios de Cultivos Especiales

Estos medios de cultivo pueden ser liquidos, semisolidos y s6lidos; a su vez cualquiera de
estos tres puede ser un medio Mejorado, Selectivo o Indicador. Son preparados a base de
los componentes de caldo o agar corriente, a los cuales ademas se les suma alguna sustancia
nutritiva (medios mejorados) lo cual facilita el desarrollo microbiano, del mismo modo
podria tener agregado alguna sustancia quimica la cual selecciona el desarrollo de una
determinada especie bacteriana (medios selectivos) y finalmente estan aquellos que
contienen algun tipo de componente que pone de manifiesto alguna propiedad bioguimica

especifica de la bacteria (medios indicadores).5?

2.12.2.1 Medios de Cultivos Mejorados
Son medios bases o corrientes a los cuales se les adiciona una 0 més sustancias nutritivas

que permiten el desarrollo de bacterias mas exigentes desde el punto de vista nutritivo.>?
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Entre ellas se encuentran:
e Agar o caldo corriente combinado con azlcares tales como: Glucosa, Lactosa,
Sacarosa, Manitol, Sorbitol, entre otros.
e Agar Sangre.

e Agar Sangre + Hemina + Menadiona.>?

De este grupo definiremos el Agar Sangre + Hemina + Menadiona, medio el cual usamos
para el crecimiento de algunas de nuestras especies bacterianas en el presente estudio

Agar Sangre + Hemina + Menadiona

A un medio base de Agar corriente o Agar enriquecido como el Agar Columbia se le agrega
agua destilada (la proporcién segun la cantidad a preparar) y se lleva al autoclave. Luego
de que éste esta estéril y ha entibiado a una temperatura aproximada entre 45-50° Celsius
(pero aun se encuentra fundido) se le agrega sangre desfibrinada (puede ser de conejo o de
cordero) a una proporcion de 5%, de manera aséptica. Debe mantenerse agitando para que
se incorpore todo. Del mismo modo se le agrega una solucion de Vitamina K (Menadiona)

y Hemina mientras el agar esté fundido.>?

Este agar es plagueado de manera aséptica, evitando siempre la contaminacion externa. La
Hemina y Menadiona sirven como factores de crecimiento para algunas especies
bacterianas bucales tales como: Porphyromonas, Prevotellas, Bacteroides, Fusobacterium,
Veionellas, Peptococcus, Peptostreptococcus, entre otros microorganismos propios de la
microbiota anaerdbica de la boca.>?

Antes y luego de sembradas las placas Petri con este preparado deben ser colocadas en
condiciones anaerdbicas en Jarra Gas-Pack o algin otro tipo de sistema que produzca

anaerobiosis.>?
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En algunos casos el desarrollo de la bacteria puede conllevar a distintitos grados de
hemodlisis, las cuales se denominan de la siguiente manera:

e Hemolisis alfa: Destruccion parcial de los glébulos rojos, transformandose la
hemoglobina en metahemoglobina; se observa una coloracion verdosa alrededor de
la colonia.>?

e Hemdlisis beta: Hay una destruccién total de los glébulos rojos, no se metaboliza
la hemoglobina y se conserva un halo transparente alrededor de la colonia.>

e Hemdlisis gamma: No hay hemdlisis. Por lo tanto el medio permanece igual
alrededor de la colonia.>

2.12.2.2 Medios de Cultivos Selectivos
Son aquellos medios que permiten sélo el desarrollo de una 0 mé&s especies bacterianas
impidiendo el desarrollo de otras, de acuerdo a alguna propiedad especial de las bacterias
que desarrollan en él; estos medios de cultivo son®:

e Agar Chapman.

e Agar Tomate.

e Agar LBS.

e Caldo Jay.

e Agar TSBV.

e Agar CFAT.

e Agar Petragnani.

e Agar Brucella bacteroides.>?

De este grupo definiremos el Agar TSBV.

Agar TSBV
Es un medio selectivo para las especies Aggregatibacter. Para su preparacion se utiliza
Agar Trypticase, Extracto de levadura, Suero de caballo, Bacitracina, Vancomicina (estos

altimos son antibiGticos inhibidores del resto de la microbiota acompafiante).>?
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Una vez preparado, este medio de cultivo se debe dejar 72 horas en la camara de
anaerobiosis con 85% de Nitrogeno, 10% de H, y 5% de CO>; esto permite mantener el
medio en condiciones de anaerobiosis para poder sembrarlo, ya que los microorganismos
que se desarrollan en él (Aggregatibacter actynomicetemcomitans), son muy exigentes con

respecto a las condiciones ambientales porque son muy Iabiles a la presencia de O3, >

2.12.2.3 Medios de Cultivos Indicadores
Son aquellos medios que demuestran una propiedad especial de las bacterias en relacion a
sus caracteristicas fisiologicas.> Entre ellas tenemos:

e Caldo Glucosa Campana Tornasol.

e Caldo Urea Rojo Fenol.

e Gelatina.

e Agar Sub-Acetato de Plomo.

e Agar Simmonds (Citrato).

e Agar Thioglicolato.*

2.12.2.4 Medios Mixtos
Son aquellos que permiten el desarrollo de las bacterias y ademas, son capaces de
seleccionar e indicar ciertas propiedades fisiolégicas que poseen.>?
En este grupo tenemos:
e Agar Mac-Conkey.
e Agar Mitis salivarus.
e Agar TYCSB.%?

Antes de utilizar cualquiera de estos medios de cultivos, luego de recién preparados se
recomienda dejarlos en la estufa de incubacién a una temperatura de 37°C por un periodo
de 24 horas para confirmar que el medio se mantiene estéril. Si durante este tiempo hay

crecimiento de alguna colonia, el medio debe ser descartado sin utilizar.
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2.13 Cultivo de Bacterias Anaerobias

Las bacterias anaerobias pueden ser cultivas en medio sélidos, semisélidos o liquidos.*
Para que estas bacterias puedan crecer debemos proporcionarles un ambiente de
anaerobiosis dentro del medio de cultivo. Existen distintas técnicas y métodos para el

cultivo de anaerobios como son:

M¢étodos Fisicos:

= Regeneracion (pérdida de oxigeno por ebullicion).
= Aspiracion (al vacio).*®

Métodos Quimicos: Mediante sustancias reductoras como son:
= Glucosa (Agar Veillon).
= Thioglicolato (Agar Thioglicolato).*®

Métodos Fisico-Quimicos:
= Jarra Gas-Pack (Generador de COy).
= Sistema Roll Tube (Mezcla de gases N y CO,).*

Meétodos Bioldgicos:

Bacteria Aerobia-Anaerobia (Placa Fortner).*°

Sistema Gas-Pack
Los cultivos se colocan en una jarra que cierra herméticamente y que tiene granallas de

Paladio que absorben parte del O2 que se encuentra dentro de la jarra, antes de cerrar la
jarra se agrega un generador de CO2 Yy H> que es un sobre de Boranato de sodio y acido
tartrico al cual se le adicionan 10cc de agua destilada. Esto genera una reaccion quimica
que desprende CO- en una proporcion de un 10%, la cual es ideal para ciertas bacterias
anaerobias facultativas, esta condicién se conoce como Capnofilia. EI H2 generado se
combina con el oxigeno para que a su vez se forme H20, lo cual colabora para eliminar
todo el oxigeno ambiental del interior de la jarra. Existen sistemas como el OXOID™ que

no precisan de que se le agregue agua, solamente los sobres generadores de anaerobiosis.*
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2.14 Recuento Bacteriano
Existen diversos procedimientos para poder determinar la cantidad de bacterias presentes
en un medio de cultivo. Estas se pueden clasificar en métodos directos y métodos

indirectos.'®

e Métodos Directos:
* Método de cuantificacion directo al microscopio.®
» Recuento de bacterias viables.*®

e Meétodos Indirectos:
* Turbidometria.1®
» Medicion de la actividad metabdlica.?

=  Peso seco.1®

En el presente estudio se utilizo el recuento de bacterias viables para valorar los resultados

y la turbidometria para ajustar o estandarizar las suspensiones bacterianas utilizadas.

2.14.1 Recuento de Bacterias Viables

Mediante este método se deben realizar diluciones seriadas del cultivo que se esta
estudiando. A partir de cada dilucion se hace una siembra en una placa agar y esto se lleva
a incubar. Las colonias bacterianas luego se cuentan.'®

El método tiene como ventaja que podemos contar el namero de células vivas (Unidades
Formadoras de Colonias por unidad de volumen) UFC/mI. Como desventaja tiene el tiempo
requerido para poder obtener buenos resultados y la gran cantidad de material a procesar.1®
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2.14.2 Turbidometria

Cuando las bacterias van aumentando en nimero en un medio de cultivo especifico, tal
como el caldo de cultivo, éste va adquiriendo una turbidez directamente proporcional al
nimero de organismos presentes. Esta turbidez puede medirse mediante un
espectrofotometro o colorimetro.'®

El modo en que funciona este instrumento es mediante la emision de una onda de luz
transmitida a través de la suspension de bacterias hacia una célula fotoeléctrica. EI cambio
de intensidad de la luz es registrado por el equipo y se traduce a una escala como porcentaje
de transmision, de modo que a mayor cantidad de células bacterianas, menor cantidad de
luz transmitida. A pesar de ser un método rapido, tiene como desventaja que no discrimina

entre células vivas o muertas.®

2.15 Ensayos para la determinacion de sensibilidad bacteriana a antimicrobianos

El uso de estudios de sensibilidad de microorganismos frente a distintos antimicrobianos
es una de las méas importantes funciones que realizan los laboratorios de microbiologia
clinica. Estos se desarrollan mediante pruebas de sensibilidad o antibiogramas, los cuales
tienen como principal objetivo evaluar la respuesta que presenta un microorganismo al
entrar en contacto con uno o varios antimicrobianos, ofreciendo una aproximacion inicial

de lo que podria ser un factor predictivo en la eficacia clinica.

Existen distintos organismos internacionales que segun su region geografica han planteado
lineamientos ideales para el trabajo en los laboratorios de microbiologia tales como el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) antes conocido como National
Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), de los Estados Unidos de Ameérica.
Esto se ha hecho con el fin de que los resultados de los estudios puedan ser usados,
comparados y comprendidos por sus homoélogos a nivel mundial. Sin embargo, cada
laboratorio puede establecer de acuerdo a su estructura, demanda asistencial y politica de
antibidticos, el esquema de técnicas y organizacion de trabajo que les aseguren la

realizacion e informacion final de los antibiogramas o pruebas.
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Para la prueba de sensibilidad tenemos distintos ensayos basicos como son:
e Métodos de Difusion:
= Meétodo de antibiograma disco-placa o Kirby-Bauer.
= Método del Epsilon test.
e Meétodos de Dilucion:
= Meétodo de dilucién en agar.
= Meétodo de dilucion en caldo.

e Curva de letalidad o de muerte.

2.16 Métodos de Difusion

Meétodo de antibiograma disco-placa o Kirby-Bauer

El método de antibiograma disco-placa se basa en los estudios de Bauer, Kirby y
colaboradores. EI método consiste en inocular una placa Petri con agar, con la bacteria a
estudiar y luego poner en su superficie discos de papel absorbente (también llamados papel
filtro o secante) impregnados con distintos antibidticos. EI modo en que funciona es que
inmediatamente se pone el disco embebido sobre la superficie del agar himedo, el papel
absorbe el agua y el antibidtico difunde sobre el medio de cultivo.!®

El antibidtico es difundido de manera circular y también en el espesor del agar.
Inmediatamente se colocan los discos sobre las placas Petri inoculadas, éstas se llevan a
incubacién por un periodo de 18-24 horas. Luego de que transcurre este tiempo es que se
formara la zona de inhibicion alrededor del disco.!®

El espacio que se da entre el halo (por las bacterias inhibidas) y las bacterias en crecimiento
se denomina concentracion critica y se aproxima a la concentraciéon minima inhibitoria
(CMI). La CMI no se puede obtener mediante los métodos de disco placa, pero si se puede
relacionar su resultado con los resultados de ensayos previos con el método de dilucién, el

cual si nos puede dar el CM1.%%!
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El didmetro de la zona de inhibicion se mide segun la cepa usada y el antibiotico usado.
Estos resultados se grafican frente a la CMI, de manera que se obtenga la linea de regresion
o “recta de concordancia”, la cual proporciona la correspondencia entre las CMI y los
diametros de inhibicion. @% Instituciones como la CLSI se dedican a establecer categorias

de acuerdo al antibidtico estudiado y lo separan en sensible (S), intermedia (1) o resistente

(R).

Si aparecen colonias dentro de la zona de inhibicion, puede que estemos frente a mutantes
resistentes, contaminaciones, poblaciones heterogéneas o cultivos mixtos, por lo que es
conveniente volver a identificarlas y realizar otra vez el ensayo de sensibilidad
antimicrobiana. Como un estandar general, no debemos considerar aquellas colonias
diminutas que se encuentren dentro de la zona de inhibicion y que solo se pueden visualizar

mediante luz transmitida con el uso de una lupa.®

En cuanto a la disposicion de los discos, estos no deben situarse a menos de 15mm del
borde de la placa y deben distribuirse de manera que no produzcan superposicion de las
zonas de inhibicién. Por lo tanto en placa de 150mm no se colocaran mas de 12 discos y

en placas de 100mm no maés de 6 discos.

Existe una modificacion al sistema de difusion mediante discos llamado Agar Spot Growth
Inhibiton Test donde en lugar de colocar discos sobre el agar inoculado, se depositan gotas

con ayuda de una micropipeta. Las zonas de inhibicion se eval(ian de manera similar.*

Categorias de Interpretacion
En cuanto a la interpretacion de los resultados, como hemos confirmado el diametro de
inhibicion variara de acuerdo al tipo de microorganismo y antibiético estudiado. A

continuacion veremos la descripcion dada por la CLSI para cada categoria.
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e Sensible (S): cuando tenemos un halo en esta categoria esto implica que la
infeccion dada por una cepa en particular puede ser tratada de manera apropiada
con la dosis de antibi6tico recomendado. 102 103.

e Intermedio (I): en esta categoria caen las cepas que pueden ser inhibidas por
concentraciones de antibidticos mas elevadas (siempre y cuando las dosis puedan
elevarse). 102103

e Resistente (R): aqui las cepas no son inhibidas por las concentraciones alcanzadas

en dosis habituales. 102 103

En el caso de los estudios de clorhexidina frente a patdgenos orales no hay un estandar
determinado con este tipo de estudio. Mdltiples factores alteran el poder comparar los
resultados entre estudios debido al varianzas en los procedimientos metodoldgicos entre

investigadores.

Meétodo de Epsilon test

Este método es similar al método disco-placa. El E-test, como también se le conoce,
permite mediante la lectura directa conocer la concentracién minima inhibitoria. En lugar
de un disco se coloca una tira plastica de seis centimetros de largo por cinco milimetros de
ancho, el cual trae una cantidad predeterminada de antimicrobiano. La preparacion del
indculo es similar al establecido para el método de disco-placa. Luego de inoculada la placa
se coloca la tirilla. A partir de la colocacion ocurre una difusion del antimicrobiano
formandose un gradiente exponencial de las concentraciones del producto probado. Luego
de que se incuban las placas se observa una zona de inhibicion de forma elipsoidal. La
concentracion minima inhibitoria sera segun el valor obtenido en el punto extremo donde

la zona de inhibicion se cruza con la tira.1%
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2.19 Métodos de Dilucion

Meétodo de dilucion en agar

Este método se basa en la determinacion de crecimiento bacteriano en un medio de cultivo
en el cual se encuentra diluido un antimicrobiano. Con este tipo de estudio se permite
conocer la CMI y la concentracion minima bactericida (CMB).1%! En el caso del uso de la
clorhexidina existen protocolos preestablecidos de uso para la fase terapéutica periodontal:
15ml de clorhexidina al 0.12% por 60 segundos, 2 veces al dia; esta concentracion debe
dar una dosis de 18mg.*> "

Los métodos dilucion son los indicados para, ademas de querer determinar la actividad
inhibitoria, se pueda también conocer la actividad bactericida de un antimicrobiano.
Madltiples variables que dependen del microorganismo, del medio de cultivo, asi como del
inoculo, influyen en éste tipo de método, por lo cual debe realizarse de manera
estandarizada. Para su preparacion el antimicrobiano se afiade al agar cuando éste esta aln
fundido y luego se alicuota en placas Petri. Usualmente se realiza en un rango dilucién
donde en las placas hay distintas concentraciones del antimicrobiano a estudiar. Con la
ayuda de replicadores se inoculan las placas. Con frecuencia para las placas Petri de 90mm
se utilizan 20ml del medio de cultivo mezclado con el antimicrobiano. Por lo general la

proporcion es 9 partes de agar y 1 del antimicrobiano a estudiar.1*

2.20 Curva de letalidad o muerte

Con este método se determina el poder bactericida de un antimicrobiano. EI método
consiste en juntar en un caldo un in6culo estandarizado y concentraciones fijas de un
antimicrobiano. La capacidad bactericida se determina al tomar en cuenta el tiempo que el
in6culo y el antimicrobiano duran en contacto. Dentro de las cepas a estudiar se hace un
control sin antibiético. El recuento usualmente se hace a las 0, 2, 4, 8, 24 y 48 horas. En
caso de que el antibiotico se muy bactericida puede hacerse a las 1, 2, 4, 5 y 24 horas.
Luego de pasados los distintos tiempos se toman 100l de la mezcla de suspension
bacteriana y antimicrobiano y se siembra en el medio ideal de la bacteria estudiada y

transcurrido el tiempo necesario en incubacion, se hace recuento bacteriano.'%
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Short Interval Kill Test

Una modificacion de este ensayo es el Short Interval Kill Test, Contact test o en espafiol
ensayo de contacto. En este tipo de estudio es muy similar a la curva de letalidad solo que
los tiempos varian. El objetivo de este estudio es determinar la actividad bactericida de un
compuesto en un corto periodo de tiempo. Las soluciones bacterianas son inoculadas y son
neutralizadas al terminar el tiempo. Los organismos son luego sembrados y enumerados

asi como comparados con el calculo bacteriano inicial.* >
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CAPITULO 3: METODOLOGIA
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3.1 Enfoque y Alcance de la Investigacion
El presente es un estudio experimental, ensayo in vitro para medir superioridad entre

diferentes antisépticos.

3.2 Poblacién y Muestra

La poblacién de estudio son todos los enjuagues de clorhexidina con concentracion del
0.12%, tanto de produccion nacional como extranjera. De igual modo se incluird los
enjuagues que contengan clorhexidina al 0.15% combinado con extracto de Caesalpinia
coriaria y peroxido de hidrégeno; y una clorhexidina con concentracion al 0.06%. Dado a
que dentro del grupo de clorhexidinas con concentracion de 0.12% solo hay 7 (siete)
enjuagues y de los dos ultimos grupos, hay uno de cada grupo, se decide tomar a la
poblacion total de cada grupo de clorhexidina como objeto del estudio.

Se debe recalcar que luego de finalizado el estudio sali6 al mercado una nueva clorhexidina

al 0.12%. Se prevé en estudios futuros incluir a la misma.

3.3 Instrumentos de Recoleccion de Datos, Andlisis y Medicién de Datos

El modo de recaudar la informacion de los estudios fue mediante la observacion, se
disefiaron fichas electrénicas en el programa Microsoft Excel 2010® para la recoleccién
de los datos de cada estudio realizado. Los instrumentos del Laboratorio de Microbiologia
Oral de la Universidad de Chile, tales como: las micropipetas, hornos de esterilizacion
autoclave, pesos y campana de flujo laminar, reciben mantenimiento por parte de una
empresa externa que certifica el buen estado y confiabilidad de los instrumentos.

Fotografias de estos documentos estan colocadas en anexos.
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3.5 Plan de Analisis de los Datos.

El procesamiento y analisis estadistico se realizé mediante los programas Microsoft Excel

2010® y SPSS version 17. Se estimaron medidas descriptivas a través de proporciones

para frecuencia de las variables, se asumen intervalos de confianza del 95 %.

Para el Ensayo de Dilucién se trabajo bajo un Analisis Descriptivo. Un total de 470

muestras fueron evaluadas en 3 ensayos con cuatro bacterias distintas. Cada ensayo de

dilucion se hizo por duplicado por cada enjuague y por cada bacteria, por lo cual hubo 20
ensayos de dilucion por bacteria. Los ensayos de difusion se hicieron por triplicado por

bacteria y por enjuague, por lo tanto se hicieron 30 ensayos de cada uno. Finalmente se

hizo el ensayo de contacto o Short Interval Kill Test con sélo tres de las cuatro bacterias;

se realizO con tres volumenes de suspension bacteriana distinta y a tres tiempos, por lo cual

hubo una cantidad de 9 ensayos de contacto por enjuague, con las bacterias P. gingivalis,

F. nucleatum y E. corrodens, dando un total de 90 ensayos por bacteria. (Ver Tabla 1).

Tabla 1. Cantidad de muestras procesadas por bacterias y por ensayos.

Bacterias analizadas por tipo de ensayo
P. gingivalis F. nucleatum E. corrodens A. actinomycetemcomitans
Enjuagues sl s |&|ls|s|&|s|sg]? 5 5 |Tow
2| 2| 8| 2|2 | 8|2 |28 E| 2
a a 5 a fa) 5 a [a) 5 a a
o o o

1. CHX 0.12% (a) 2 3 9 2 3 9 2 3 9 2 3 47
2. CHX 0.12% + Xilitol 1.00g 2 3 9 2 3 9 2 3 9 2 3 47
3. CHX 0.06% + Xilitol 10.0g 2 3 9 2 3 9 2 3 9 2 3 47
4. CHX0.12% (b) 2 3 9 2 3 9 2 3 9 2 3 47
5. CHX 0.12% (c) 2 3 9 2 3 9 2 3 9 2 3 47
6. CHX 0.12% + NaF 2 3 9 2 3 9 2 3 9 2 3 47
7. CHX 0.12% + XilitoP* 2 3 9 2 3 9 2 3 9 2 3 47
8. CHX 0.15% + H,0, 2% + Cc 5% 2 3 9 2 3 9 2 3 9 2 3 47
9. (Ctrl+) CHX 0.12% + CCP 2 3 9 2 3 9 2 3 9 2 3 47
10.(Ctrl-) Suero Fisiolégico. 2 3 9 2 3 9 2 3 9 2 3 47
> 20 30 90 20 30 90 20 30 90 20 30 470

Fuente: Propia de los autores. (*No indica la cantidad de Xilitol afiadido al producto).
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Anélisis Estadistico

Para la variable del crecimiento se realizé un examen descriptivo. En el caso de la variable
didmetro se realiz6 una Prueba de Normalidad. Se hizo esta prueba para saber si la variable
didmetro cumple con los supuestos de normalidad, si es asi permitira realizar una serie de

pruebas estadisticas confiables.

La prueba de Kolmogorov Smirnov para una muestra, se utiliza para comprobar si la
variable didmetro se distribuye normalmente. En la Tabla 2 se puede observar que el p-
valor es de 0.091 > 0.05, lo que permite aceptar HO y concluir que la variable diametro se

distribuye normalmente.

Tabla 2. Prueba de Kolmogorov-Smirnov

Didmetro

N 40
Parametros normales®? Medi-a _ 8.2021
Desviacion tipica 5.84069

Absoluta .196

Diferencias mas extremas | Positiva .196
Negativa -.159

Z de Kolmogorov-Smirnov 1.242
Sig. asint6t. (bilateral) .091

a. La distribucion de contraste es la Normal.

b. Se han calculado a partir de los datos.
Fuente: Propia de los autores.

A partir de la prueba de Kolmogorov-Smirnov se determind realizar la prueba de
homogeneidad de varianza estadistica de Levene para confirmar la homogeneidad de las
muestras a ser evaluadas. Esta dio un p-valor = 0.401 >0.05; por lo tanto se confirma la
igualdad de varianza poblacional y se procede a realiza el ANOVA de un factor para

determinar si existe igualdad de media en los diametros entre las bacterias estudiadas.
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Del mismo modo se realizd una tabla de comparacion maltiple con la prueba de HSD
Tukey la cual permite ver cuales bacterias son diferentes para p-valor <0.05 en cuanto a su
didmetro de zona de inhibicion. Una tabla igual se realizé comparando los enjuagues entre
si. En cuanto a la definicion del margen de la zona de inhibicion se observé que 29 casos
tienen el limite definido con media de 10.86 y desviacion de 3.77, solo existe un caso donde
el limite es indefinido. Para realizar un analisis se trabajo con la Prueba T-Student solo

para los valores (no accién y definido). (Ver Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de valores Prueba T-Student.

o o ) o Error tip. de la
Definicién del Limite ZI N Media Desviacion tip. .
media
) No accion 10 1.5667 4,95424 1.56667
Diametro
Definido 29 10.8566 3.76913 .69991

Fuente: Propia de los autores.

Como se ve en la Tabla 4 se confirm6 con la Prueba de Whitmann y se obtuvieron los

mismos resultados.

Tabla 4. Resultados de Prueba de Whitmann.

L, e Rango Suma de
Definicion del Limite ZI .
N promedio rangos
No accion 10 8.25 82.50
Didmetro | Definido 29 24.05 697.50
Total 39

Fuente: Propia de los autores

En cuanto al Ensayo Short Interval Kill Test se realizo la Prueba de Friedman la cual es
una prueba no paramétrica de comparacion de tres 0 mas muestras relacionadas la variable
dependiente debe ser nivel ordinal. Esta se utiliza para comparar mas de dos mediciones
de rangos (medianas) y determinar que la diferencia no se deba al azar (que la diferencia

sea estadisticamente significativa).
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3.6 Materiales y Métodos

3.6.1 Especies bacterianas y medios de cultivo

En el presente estudio se trabajé con cuatro cepas de bacterias del American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) proporcionadas por el Laboratorio de
Microbiologia Oral de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile:
Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586), Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(ATCC 29523), Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) e Eikenella corrodens (ATCC
23834). Las cuales fueron mantenidas en criotubos a una temperatura de -80°C en un medio

de caldo con glicerol al 20%.

Las cepas de E. corrodens, F. nucleatum y P. gingivalis, fueron sembradas en agar
Columbia no selectivo con 5% de sangre equina, Hemina (1pg/ml) y Menadiona (5pug/ml)
en anaerobiosis a 37°C. El A. actinomycetemcomitans fue sembrado en agar TSBV
selectivo (Tryptic Soy Serum Bacitracin Vancomycin) con 10% de suero equino,
bacitracina (75ug/ml) y vancomicina (5ug/ml); en capnofiliaa 37°C. Luego de crecidas en

placa se pasaron a caldo suplementado de BHI (Brain-Heart Infusion).

Ya crecido en caldo, se midio la densidad 6ptica (OD, optical density) para cada caldo de
bacteria con el objetivo de estandarizar la cantidad de bacterias presentes antes de iniciar
cada ensayo, se procur6 alcanzar una densidad Optica entre 0.5y 1.0, medido a una longitud
de onda de 600 nanémetros (ODsoo), estas suspensiones fueron utilizadas para los ensayos
de dilucién y Short Interval Kill Test (SIKT). Para los ensayos de difusion en placa de
determinaron suspensiones ajustadas a 0,5 Mc Farland para procesar la siembra en césped,

siguiendo los protocolos de la CLSI.
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3.6.2 Ensayos realizados y productos utilizados

Se utilizaron 8 colutorios de abierta comercializacion en Republica Dominicana con

distintas concentraciones de clorhexidina (CHX). Los colutorios varian en su composicion

estos reportan ademas tener otros ingredientes activos ademas de la clorhexidina tales

como: el fluoruro de sodio (NaF), xilitol, peroxido de hidrégeno (H.O2), extracto de

Caesalpinia coriaria (Cc) y cloruro de cetilpiridinio (CCP). A modo de control negativo

(Ctrl -) se utiliz6 suero fisioldgico estéril. Como control positivo (Ctrl +) se utilizé un

enjuague que combina CHX 0.12% + CCP 0.05g por los resultados superiores que este

presenta en previos estudios en comparacion con otros tres colutorios de clorhexidina con

diferentes combinaciones.®

A cada enjuague o antiséptico se le asigné un numero y se llamd por sus compuestos
activos. (Ver Tabla 3).

Tabla 5. Enjuagues utilizados y sus nombres por compuestos activos:

Enjuague Abreviatura
1. CHX 0.12% (a) (Sin Alcohol). CHX 0.12% (a)
2. CHX 0.12% + Xilitol 1.00g (Sin Alcohol). CHX 0.12% + Xilitol 1.00g
3. CHX 0.06% + Xilitol 10.0g (Sin Alcohol). CHX 0.06% + Xilitol 10.0g
4. CHX 0.12% (b) (Sin Alcohol). CHX 0.12% (b)
5. CHX 0.12% (c) (no especifica uso o no de alcohol). CHX 0.12% (c)
6. CHX 0.12% + NaF (Sin Alcohol). CHX 0.12% + NaF
7. CHX0.12% + Xilitol (no especifica cantidad)* - (Sin Alcohol). | CHX 0.12% + Xilitol*
8. CHX 0.15% + H,0, 2% + Extracto de Caesalpinia coriaria 5% | CHX 0.15%+H>0, 2% +Cc 5%
9. (Ctrl+) CHX 0.12% + CCP 0.05g (Ctrl+) CHX 0.12% + CCP
10. (Ctrl-) Suero Fisioldgico. (Ctrl-) Suero Fisiologico.

Fuente: Propia de los autores.

Con las bacterias de la ATCC se hicieron los siguientes ensayos:

Dilucién en placa.
Difusion en placa o Agar Spot Growth Inhibition Test.

Ensayo de contacto o Short Interval Kill Test.
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Control de calidad: todas las placas y tubos de ensayo con medios de cultivo se trabajaron
bajo una campana de flujo laminar, los que se llevaron a estufa a 37°C por un periodo de
24 horas para confirmar que los medios estaban estériles y que no hubo contaminacion al

preparar los caldos o placas.

Placa testimonio: se trabajo con cada cepa de bacteria por separado. Para control de pureza
del in6culo y confirmar la viabilidad del mismo se sembro en placas con agar Columbia y
agar TSBV con el caldo de cada bacteria, segun su respectivo medio de crecimiento,

confirmando que los cultivos correspondian a cada una de las bacterias ensayadas.

3.6.3 Ensayo de Dilucién en Agar

Se realizd una modificacion al ensayo clasico de dilucion. En este ensayo se incorporaron
por separado los distintos enjuagues a los medios de cultivo (agar) adecuados para el
crecimiento de cada bacteria. Se hizo en una proporcién 9:1, en el cual por cada 90 ml de
medio de cultivo se afiade 10ml del antiséptico y se procede a plaquear. Para las cepas
ATCC de P. gingivalis, E. corrodens, y F nucleatum se usaron medios de agar Columbia
enriquecidos con Hemina y Menadiona. Para A. actinomycetemcomitans se usé Tryptic Soy
Agar Serum sin agregar vancomicina ni bacitracina debido a que se trabajé con una cepa
ATCC pura.

Luego de que cada placa estuvo lista y pasé el control de calidad, se trabajé con cada cepa
por separado y se procedio a inocular cada una de las placas con 100ul de caldo de cada
bacteria. Se disemind con un asa de Drigaslky con el fin de hacer una siembra en césped.
El trabajo se hizo por duplicado. Las bacterias anaerobias fueron colocadas en jarras
herméticas con generadores de anaerobiosis (AnaeroGen™ 2.5L, Thermo Scientific). Las

jarras fueron luego llevadas a la estufa de incubacion a una temperatura de 37°C por 7 dias.
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Las placas con cepas anaerobias facultativas fueron colocadas en jarras de capnofilia y
fueron luego llevadas a la estufa de incubacién a 37°C por 48 horas. El objetivo del ensayo
era poder determinar si habia o no crecimiento bacteriano en el medio de cultivo combinado

con los antisépticos.

3.6.4 Ensayo de Difusion en Agar o Agar Spot Growth Inhibition Test

En este ensayo se realiz6 una variacion al método tradicional de difusion en placa. En lugar
de utilizar los discos de papel absorbente, con ayuda de una micropipeta se depositd una
alicuota de 5ul de cada antiséptico sobre placas Petri previamente inoculadas.

Se trabajé con cada cepa bacteriana por separado en placas estériles, sin antisépticos
agregados. En el agar ideal para cada bacteria se sembro en césped con térula (hisopo)
girando la placa 3 veces a 90°.

Por cada cepa estudiada se rotularon dos placas, la primera con nimeros del 1 al 5y la
segunda con numeros del 6 al 10 dejando suficiente espacio entre cada nimero y los bordes
de la placa Petri. Luego de sembrado y rotulado se aplicé entonces la microgota de 5ul de
cada uno de los productos, correspondiendo cada nimero de la placa al mismo nimero de
la lista de antisépticos vistos en la lista previa. (Ver Tabla 5). El objetivo del ensayo era
determinar si se producia 0 no una zona de inhibicion bacteriana; si habia zona de
inhibicion se media su didmetro, y se examinaban los limites de la zona. De haber
crecimiento dentro de la zona de inhibicidn se hacia un recuento de la cantidad de colonias

presentes. Este proceso se realizd por triplicado.

3.6.5 Ensayo de contacto o Short Interval Kill Test

Este ensayo es una variacion del método de curva de letalidad. En el ensayo de contacto se
procura saber como se comporta el antiséptico en su accion antimicrobiana sobre las
bacterias luego de transcurrido un periodo de tiempo determinado. Este ensayo se realizo
solo con las cepas de Porphyromonas gingivalis, Eikenella corrodens y Fusobacterium

nucleatum. Cada bacteria se trabaj6 por separado.
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Se rotularon 10 tubos eppendorf con los numeros del 1 al 10 para depositar en ellos
alicuotas de 200pl de los enjuagues correspondientes a su numeracion. Por cada bacteria
estudiada se prepararon 30 tubos eppendorf divididos en grupos de a 10. A cada alicuota
de 200pl de enjuague se le agregaron distintos volimenes de suspension bacteriana. Se
realizaron tres grupos de estudio por cada cepa, por lo que se hicieron grupos del siguiente

modo:

e 200ul de enjuague + 10ul de caldo de bacteria.
e 200ul de enjuague + 50l de caldo de bacteria.
e 200ul de enjuague + 100ul de caldo de bacteria.

Cada producto con cada concentracion bacteriana se puso en contacto con cada enjuague
y fueron mezclados con vértex por 10 segundos. El tiempo de contacto se evaluo a tres
tiempos: 1 minuto, 3 minutos y 5 minutos; los tiempos fueron tomados con cronémetro y
los ensayos por grupos se hicieron uno a la vez. Luego de transcurrido 1 minuto, 3 minutos
y 5 minutos se tomo la cantidad de 10l de la mezcla antiséptico-bacteria y se sembro en

una placa de estéril en el namero correspondiente.

Siendo asi el numero del antiséptico, el del eppendorf y el de la placa el mismo. Por lo que
de la alicuota de 200yl de producto + 10ul caldo de bacteria se tomé y sembrd la cantidad
de 10pl al 1, 3 y 5 minutos. Se hicieron grupos similares con 200ul de producto + 50ul de
caldo y 200ul de producto + 100ul de caldo, tomandose igualmente cantidad de 10pl a los
1, 3 y 5 minutos. Con esto se pretendia conocer si el antiséptico tenia algun tipo de efecto
sobre la bacteria y si se mantendria viable luego de sembrado en placa. Esto nos permitiria
ver si la efectividad dependeria de la cantidad de producto, cantidad de bacterias y tiempo

de aplicacion.
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CAPITULO 4: RESULTADOS
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4.1 Resultados
En la evaluacién del crecimiento bacteriano en el ensayo de dilucién como se muestra en
la Tabla 6 el enjuague de CHX 0.12% (c) evidencid un patrén de crecimiento positivo para
todas las bacterias similar a lo encontrado con el Suero fisiologico (Ctrl -), por lo tanto no
fue posible hacer recuento bacteriano. En las clorhexidinas: CHX 0.012% (a), CHX 0.12%
(b), CHX0.12% + Xilitol 1.00g, CHX 0.12% + NaF y CHXO0.12% + Xilitol* no fue
detectado crecimiento de ninguna de las bacterias ensayadas dando un resultado similar al
(Ctrl +). La CHX 0.06%+Xilitol 10g inhibi6 el crecimiento de P. gingivalis, mas no fue

efectiva frente a las demas bacterias

Tabla 6. Distribucion de crecimiento bacteriano en Ensayo de Dilucion.
Bacterias
Enjuagues P. gingivalis | F. nucleatum | E. corrodens | A.actinomycetemcomitans

1. CHX 0.12% (a) - - - -

2. CHX 0.12% + Xilitol 1.00g - - - -

3. CHX 0.06% + Xilitol 10.0g - Incontable Incontable Incontable

4. CHX 0.12% (b) - - - -

5. CHX 0.12% (c) Incontable Incontable Incontable Incontable

6. CHX 0.12% + NaF - - - -

7. CHX 0.12% + Xilitol* - - - -

8. CHX 0.15% + H,0, 2% + Cc 5% - Incontable Incontable -

9. (Ctri+) CHX 0.12% + CCP - - - -

10.(Ctrl-) Suero Fisiologico. Incontable Incontable Incontable Incontable

Crecimiento bacteriano en ensayo de dilucién. (-) = 0 crecimiento. Incontable: Crecimiento excesivo que no permite recuento.

Fuente: Propia de los autores.

En la evaluacion de los resultados de los ensayos de difusion se tomd en cuenta la presencia
0 no de zona de inhibicion, el tamafio de la zona, delimitacion de los margenes de la zona
(si estaban o no definidos) y crecimiento bacteriano dentro de la zona de inhibicién. Se
realizaron intervalos para determinar la sensibilidad de las bacterias frente a los enjuagues
tomando como parametro el halo/zona de inhibicion formada a partir del (Ctrl +).

En cuanto al crecimiento bacteriano dentro de la zona de inhibicion en el Ensayo de
Difusion, sélo se reporto un caso correspondiente a la CHX 0.06% + Xilitol 10g frente a
P. gingivalis, donde del mismo modo la zona de inhibicion fue indefinida con un
crecimiento bacteriano de 1-10 bacterias. El resto presentd zona de inhibicion limpia o por

el contrario total ausencia de zona de inhibicién.
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El didmetro de la zona de inhibicidbn de un antimicrobiano variard de acuerdo a la
concentracion minima inhibitoria de una bacteria frente a determinado antimicrobiano.

Para este estudio se determinaron los siguientes intervalos:

Resistente: Omm —4.99mm

Intermedio: 5mm — 8.99mm

Sensible:  >9mm

Se realiz6 el ANOVA del factor diametro de la zona de inhibicion para determinar si existe
una diferencia en didmetro respecto a las bacterias.

Tabla 7. Distribucion de diametro de zona de inhibicion por bacteria evaluada.

Intervalo de confianza
Desviacion | Error para la media al 95%
N Media . . Min. [ Méx.
tipica tipico Limite
Limite inferior |superior
Porphyromonas gingivalis 10] 8.2000 4.83608| 1.52930 4.7405| 11.6595 .00| 14.00
Fusobacterium nucleatum 10 4.9333 4.25441| 1.34536 1.8899| 7.9768 .00] 8.67
Eikenella corrodens 10 6.7167 5.78688 | 1.82997 2.5770| 10.8564 .00| 11.83
Aggregatibacter 10| 13.2007 5.54806 | 1.75445 9.2318| 17.1695 .00] 16.83
actinomycetemcomitans
Total 40| 8.2627 5.84069 .92349 6.3947 | 10.1306 .00] 16.83

Fuente: Propia de los autores.

Se puede observar en la Tabla 7, el didmetro promedio de la bacteria Aggregatibacter
actinomycetemcomitans es de 13.20 con desviacion estdndar de 5.54. Es importante
destacar que la bacteria Porphyromonas gingivalis presenta menor variabilidad respecto al
promedio de 8.20+4.84.
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La Tabla 8 del analisis de ANOVA explica que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los intergrupos respecto a su diametro por bacteria estudiada. Esto
debido a que el estadistico F de Snecor presenta un nivel de significacion de 0.007 < 0.05,

lo que rechaza la igualdad de medias.

Tabla 8. Comparacion del didmetro de zona de inhibicidn en inter-grupos e intra-grupos
por bacteria estudiada.

Suma de Media .
gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 378.623 3 126.208 4,774 .007
Intra-grupos 951.809 36 26.439
Total 1330.432 39

Fuente: Propia de los autores.

Se realizd una comparacion multiple mediante la prueba HSD de Tukey, esta prueba
permite ver cuales bacterias son diferentes para p-valor <0.05. Al comparar los diametros
entre bacterias se confirmo que existe una diferencia significativa entre los didmetros de
A. actinomycetemcomitans y F. nucleatum (p-valor de .005), asi como entre E. corrodens
y A. actinomycetemcomitans (p-valor .037) frente a los distintos enjuagues. Esto podria
interpretarse como mayor resistencia por parte de E. corrodens y F. nucleatum al
compararse con A. actinomycetemcomitans. Se puede apreciar la diferencia en tamafios de
didmetros entre las bacterias comentadas en la Figura 2.

Ensayo: Difusion
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Porphyromonas Fusobacterium Eikenella corrodens Aggregatibacter
gingivalis nucleatum actinomycetemcomitans
Bacteria

Figura 2. Diferencia de diametro en milimetros por bacteria. Fuente: Propia de los
autores.
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En cuanto al andlisis de los didmetros por enjuagues, para poder analizarlo se removid del

grupo al suero fisiologico pues si se dejaba mostraria diferencias estadisticamente

significativas que no tienen aplicacion clinica.

De los enjuagues que hicieron un didmetro promedio mayor fue el (Ctrl+) CHX 0.12+CCP
con media de 12.501+3.48, seguido de CHX 0.12% (a) 11.80+3.51 y la CHX 0.12% (b)
con media de 11.63+£3.54. De los enjuagues que menor diametro promedio hicieron se
encuentran el CHX 0.12% (c) con media de 3.5+4.12 y el CHX 0.15% + H202 + Cc con
media 5.96x7.71. (Ver Tabla 9).

Tabla 9. Promedio de didmetros de zona de inhibicion por enjuagues evaluados.

Intervalo de confianza para

Media | Doovacion | Brror amecad 5% Min. | Max.
tipica tipico Limite Limite
N inferior superior
1. CHX 0.12% (a) 4111.7917 3.51551 1.75775 6.1977 17.3856 8.67| 16.83
2. CHX 0.12%+Xilitol 1g 4111.5425 3.35253 1.67626 6.2079 16.8771 8.17| 16.17
3. CHX 0.06% + Xilitol 10g 4| 3.9167 7.83333 3.91667 -8.5479 16.3812 00| 15.67
4. CHX 0.12% (b) 4111.6250 3.54958 1.77479 5.9768 17.2732 8.33] 16.67
5. CHX 0.12% (c) 4| 3.5000 4.12311 2.06155 -3.0608 10.0608 .00| 8.00
6. CHX 0.12% + NaF 41 11.5000 3.28577 1.64289 6.2716 16.7284 8.50| 16.17
7. CHX 0.12% + Xilitol* 4110.2917 1.90698 .95349 7.2572 13.3261 7.67| 12.00
8. CHX 0.15% + H20,+Cc 4| 5.9583 7.70567 3.85283 -6.3031 18.2198 00| 16.17
9. (Ctrl+) CHX 0.12%+CCP 41 12.5008 3.48393 1.74197 6.9571 18.0445 8.00| 16.17
Total 36| 9.1807 5.41691 .90282 7.3479 11.0136 .00| 16.83

Fuente: Propia de los autores.

En la Tabla 10 se observa que al realizar el ANOVA entre los distintos enjuagues el p-

valor es igual a 0.04 < 0.05 lo que indica que existen diferencias significativas entre las

medias de los didmetros por enjuague.
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Tabla 10. Evaluacion de medias de diametro inter e intra grupos de los enjuagues

evaluados.
Suma de Media .
gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 425.482 8 53.185 2.387 .043
Intra-grupos 601.521 27 22.279
Total 1027.003 35

Fuente: Propia de los autores.

Del mismo modo se realizé una comparacion multiple con la prueba de HSD de Tukey
para comparar a los enjuagues de acuerdo a los su semejanza en diametros de zona de
inhibicion. Como se puede observar en la Tabla 11 esta prueba dividid los enjuagues en

dos grupos:
e Grupo 1: CHX 0.12 (c), CHX 0.06% + Xilitol 10g y CHX 0.15% + H,0O, +Cc.
e Grupo 2: CHX 0.12% + Xilitol*, CHX 0.12% + NaF, CHX 0.12%+Xilitol 1g,

CHX 0.12% (b), CHX 0.12% (a) y (Ctrl+) CHX 0.12%+CCP.

Tabla 11. Agrupacion de enjuagues segun tamafio de didmetro de zona de inhibicion.

Enjuague Subconjunto para alfa = 0.95
N 1 2 3
CHX 0.12 (c) 4| 35000
CHX 0.06% + Xilitol 10g 4| 3.9167
CHX 0.15% + H20. +Cc 4] 5.9583
CHX 0.12% + Xilitol* 4 10.2917
HSD de Tukey® CHX 0.12% + NaF 4 11.5000
CHX 0.12%+Xilitol 1g 4 11.5425
CHX 0.12% (b) 4 11.6250
CHX 0.12% (a) 4 11.7917
(Ctrl+) CHX 0.12%+CCP 4 12.5008
Sig. .998 999
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Es importante resaltar que CHX 0.15% + H202 + Cc y CHX 0.12 (c), quienes tienen
concentraciones de clorhexidina de 0.12% o mas, concentraciones indicadas para la fase |
0 etioldgica, reaccionaron de manera similar al CHX 0.06% + Xilitol 10g el cual tiene la
mitad de la concentracion de clorhexidina y es usado en la fase de mantenimiento, donde

la carga bacteriana es menor.

Al comparar los didmetros evaluados con nuestra tabla de dimension de sensibilidad o
resistencia bacteriana se observé que sobre P. gingivalis la CHX 0.06% + Xilitol 10g, CHX
0.12% (c) y la CHX 0.15% + H20. + Cc, mostraron ser de accion intermedia, mientras que
frente al resto de los enjuagues fue sensible. F. nucleatum mostré accion intermedia frente
a todas las clorhexidinas a excepcion de CHX 0.06% + Xilitol 10g, CHX 0.12% (c) y la
CHX 0.15% + H202 + Cc a las cuales se mostro resistente. Al evaluar E. corrodens ésta
presenta sensibilidad frente a todos los enjuagues excepto frente a CHX 0.06% + Xilitol
10g, CHX 0.12% (c) y la CHX 0.15% + H20, + Cc a las cuales presento resistencia.
Finalmente con respecto a A. actinomycetemcomitans ésta se mostro resistente a la CHX
0.06% + Xilitol 10g, accion intermedia para CHX 0.12% (c) y la CHX 0.15% + H»0 + Cc

y sensible ante el resto.

Una de las variables fue la delimitacion de los méargenes de la zona de inhibicion en el
ensayo de difusién. Debido a que se realiz6 por triplicado, las repeticiones de los ensayos
de cada enjuague fueron comparadas entre si. Todas mostraban un mismo patron de
resultados variando por bacteria y por enjuague. Se computo los tres resultados por bacteria
y por enjuague como un solo resultado. Por lo tanto los grupos se evaluaron como 40
muestras en lugar de 120. (Ver Tabla 12). De esas 40 muestras, 29 presentaban tener limites
definidos y solo 1 indefinido correspondiente a la CHX 0.06% + Xilitol 10g frente a P.
gingivalis; se infiere con esto que hubo algun tipo de zona de inhibicidn en estos enjuagues.
Se encontraron 10 casos en donde no hubo una accion por parte del antiséptico frente a la
bacteria, a esto se le denomino “zona sin evidencia de actividad antimicrobiana”. Estos 10
casos corresponden a: CHX 0.06% + Xilitol 10g en F. nucleatum, E. corrodens y A.

actinomycetemcomitans. La CHX 0.12% (c) en F. nucleatum y E. corrodens.
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Finalmente CHX 0.15 + H20. + Cc en F. nucleatum y E. corrodens. El resto no se

considera pues fueron los controles negativos para cada bacteria.

Tabla 12. Distribucién de casos reportados de zonas sin evidencia de actividad
antimicrobiana (No accion) y con zonas de inhibicion definidas e indefinidas.

Intervalo de confianza

. Desviacion ) para la media al 95%
Media . Error tipico Min. Max.
tipica Limite Limite
inferior superior

No accion 10 1.5667 4.95424 1.56667 -1.9774 5.1107 00| 15.67
Definido 29| 10.8566 3.76913 .69991 9.4229 12.2903 00| 16.83
Indefinido 1 .0000 .00 .00
Total 40 8.2627 5.84069 .92349 6.3947 10.1306 .00| 16.83

Fuente: Propia de los autores.

Con los resultados de los limites de zona de inhibicién se realiz6

la Prueba T-Student

tomando solo en cuenta los valores “definido” y “no accion” (zonas sin evidencia de

actividad antimicrobiana). Los resultados de la prueba T-Student fueron utilizados para

realizar la Prueba de Levene para igualdad de varianzas. Se observa que la prueba de

Levene muestra que estas son bastante diferentes p-valor=0.924; por lo que se debe

considerar la significancia de la Prueba T-Student cuando no hay igualdad de varianzas.

En este caso el p-valor es igual a 0.000 lo que permite concluir que las diferencias de la

definicion del limite de la zona de inhibicion (no accion y definido) son estadisticamente

significativas y no solo al azar. (Ver Tabla 13)
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Tabla 13. Resultados de analisis de igualdad de varianza que indican diferencias

significativas entre la delimitacion de la zona de inhibicion para grupos “Definido” y “No

accion”.
Prueba de Levene
para la ignaldad Prueba T para la igualdad de medias
de varianzas
95% Intervalo de confianza
Error tip. 1 q
Sig. Diferencia para la diferencia
F Sig. t gl . i de la
(bilateral) | de medias | .
diferencia | Inferior Superior
Se han asumido - -
009 924 37 00¢|  -9.28989 1.49956 -6.25148
varianzas iguales 6.195 12.32829
Diimetro
No se han asumido - -
. . . -9.28989 1.71590 -5.57683
varianzas ignales 5.414| 12.787 00 13.00314

Finalmente para la evaluacion del altimo objetivo, se realizd la Prueba de Friedman la cual
es una prueba no paramétrica de comparacion de tres 0 mas muestras relacionadas la
variable dependiente debe ser nivel ordinal. Esta se utiliza para comparar mas de dos
mediciones de rangos (medianas) y determinar que la diferencia no se deba al azar (que la
diferencia sea estadisticamente significativa). En la Tabla 14 se puede observar la
distribucion del crecimiento bacteriano luego de realizado el Short Interval Kill Test por

tiempo y por volumen de suspension bacteriana aplicada a los distintos enjuagues.

La prueba de Friedman nos concluye que existe diferencia significativa en el crecimiento
bacteriano cuando a las alicuotas de los enjuagues se les aumenta el volumen de caldo
bacteriano. Sin embargo no hay diferencias significativas en el crecimiento o inhibicién de

las bacterias transcurridos los distintos tiempos.
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Tabla 14. Distribucidn de crecimiento bacteriano por tiempo de contacto y por volumen bacteriano con diferentes

enjuagues.

Bacterias

Enjuagues

VVolumen del producto y tiempo de contacto

10ul_1 min

10pl_3 min
10pl_5 min
50ul_1 min
50ul_3 min
50ul_5 min
100pl_1 min
100ul_3 min

100ul_5 min

Porphyromonas gingivalis

CHX 0.12% (a)

CHX 0.12% + Xilitol 1.00g

CHX 0.06% + Xilitol 10.0g

CHX 0.12% (b)

CHX 0.12% (c)

CHX 0.12% + NaF

CHX 0.12% + Xilitol*

CHX 0.15% + H202 2% + Cc 5%

I N oo~ wid e

(Ctrl+) CHX 0.12% + CCP

=
o

. (Ctrl-) Suero Fisiologico.

Fusobacterium nucleatum

CHX 0.12% (a)

CHX 0.12% + Xilitol 1.00g

CHX 0.06% + Xilitol 10.0g

CHX 0.12% (b)

CHX 0.12% (c)

CHX 0.12% + NaF

CHX 0.12% + Xilitol*

CHX 0.15% + H202 2% + Cc 5%

© X N Ok~ wiNEF

(Ctrl+) CHX 0.12% + CCP

=
o

. (Ctrl-) Suero Fisiologico.

Eikenella corrodens

CHX 0.12% (a)

CHX 0.12% + Xilitol 1.00g

CHX 0.06% + Xilitol 10.0g

CHX 0.12% (b)

CHX 0.12% (c)

CHX 0.12% + NaF

CHX 0.12% + Xilitol*

CHX 0.15% + H202 2% + Cc 5%

©ClO N axwNE

(Ctrl+) CHX 0.12% + CCP

10.

(Ctrl-) Suero Fisioldgico.
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CAPITULO 5: CONCLUSION
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4.2 Discusion

Los antisepticos orales han demostrado su eficacia en el control de la biopelicula y son una
herramienta Gtil en manos del profesional y del paciente, siempre y cuando las indicaciones
de uso sean seguidas al pie de la letra. La clorhexidina al 0.12% es una de las
concentraciones mas utilizadas como coadyuvante en el tratamiento periodontal luego de
la remocion mecéanica de célculo en el proceso de fase I. Concentraciones de clorhexidina
al 0.05% o0 0.06%, como la evaluada en el estudio, son utilizadas mas como coadyuvantes
en la terapia de mantenimiento, en donde los principales factores etioldgicos de enfermedad
periodontal tales como el célculo dental y biopelicula han sido removidos. El uso de
clorhexidina al 0.12% en volumenes de 15ml, por 60 segundos 2 veces al dia, liberara la
cantidad de 18mg de medicamento; si es al 0.20% en volimenes de 10ml al dia, por 30
segundos 2 veces por dia se liberara la cantidad de 20mg.!? Cantidades menores han
demostrado efecto antiplaca. Se sabe ademas que la clorhexidina comienza a tener efectos

a partir de los 5-6mg usandose 2 veces al dia.?

Los hallazgos reportados en el presente estudio en cuanto a la no viabilidad bacteriana de
P. gingivalis luego de pasado los 5 minutos de contacto con el antiséptico, son similares a

los reportados por Sassone et al.®*" y por Herrera et al.

En los hallazgos del ensayo de contacto E. corrodens no present6 viabilidad luego de entrar
en contacto con CHX 0.12% + NaF, por lo que difiere de lo expresado por Herrera et al.®

quien observo resistencia bacteriana.

Las clorhexidinas CHX 0.12 + Xilitol 1.00g, CHX 0.12% + NaF y CHX 0.12% + CCP que
usamos para nuestros ensayos, son las mismas que las reportadas por Herrera et al.® como
CHX 0.12%, CHX + NaF y CHX 0.12% + CPC, respectivamente. Los resultados
expresados en el presente estudio corroboran lo expresado por Herrera et al.® pues frente a

estos productos no hubo viabilidad bacteriana de F. nucleatum.
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En cuanto a F. nucleatum al menos 4 de los 8 productos evaluados con concentraciones de
0.12%, presentaron efectividad en el ensayo de contacto en todos lo tiempo y en todos los

volliimenes de caldo bacteriano lo cual apoya lo expresado por Sassone et al.’

El laboratorio que produce la CHX 0.06% + Xilitol 10g, produce también una
concentracion al 0.12% pero solo en la presentacion de spray y no como colutorio; por esta
razén no agregamos este producto al estudio. Con respecto a la CHX 0.06% + Xilitol 10g
entendemos que su indicacion no es para la fase tratamiento etiolégico o fase I, sino para
una fase de mantenimiento, por lo tanto el desafio bacteriano encontrado en el presente
estudio pudo haber sido muy alto para la misma. Aun asi se observo que ésta concentracién
tuvo efectos inhibitorios sobre ciertas cepas, especialmente sobre P. gingivalis en el ensayo
de dilucion; se observé ademaés que en los ensayos de contacto en los tres tiempos y frente
a los tres volumenes de suspension bacteriana de P. gingivalis, ésta clorhexidina tuvo
efectos inhibitorios a los 5 minutos, esto es importante pues P. gingivalis es una de las
bacterias encontradas en mayor prevalencia en pacientes dominicanos con gingivitis.*
Podemos concluir que esta clorhexidina cumpliria con su efecto inhibitorio en menores
concentraciones bacterianas tales como las encontradas en pacientes ya tratados
mecanicamente con destrataje y raspado Yy alisado radicular. En un estudio futuro esta
concentracion del 0.06% podria evaluarse sobre patégenos cariogénicos y utilizar como
control positivo una concentracion de clorhexidina al 0.05% de la misma compafiia que
produce la CHX 0.12% + CCP (la cual fue nuestro control positivo); este colutorio antes

se traia a la Republica Dominicana pero ya no se importa al pais.

A pesar de que el laboratorio que produce la CHX 0.15%+H20,+Cc no la comercializa con
fines de eliminacion de bacterias periodontales, ésta presenta una concentracién de
clorhexidina al 0.15%, asi como el perdxido al 2% y el extracto de Caesalpinia coriaria al
5%, por lo que, tomando estudios previos de inhibicion bacteriana reportados por el uso de
peroxido®®, peréxido con clorhexidina®®8 y el extracto de la Caesalpinia coriaria,'® %7 %
sobre bacterias orales, se esperaria que este tuviera igual o mayor efectividad que las

clorhexidinas al 0.12%.
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Los resultados mostraron que su efecto no fue el esperado al no poder compararse con el

(Ctrl +) ni con las demas clorhexidinas con concentracion al 0.12%.

Sin embargo, dado a que hay estudios demuestran la efectividad de la clorhexidina junto
al peroxido, se podria evaluar la posibilidad de que tal vez al integrar el extracto de
Caesalpinia coriaria a los otros dos medicamentos, se inactive o antagonice uno de los
dos. Para esto se recomendaria estudios bioquimicos de las combinaciones expuestas para
determinar si alguno provoca inhibicion de la efectividad del otro.

Otra vertiente seria hacer estudios con patégenos periodontales y el extracto de Caesalpinia

coriaria solamente, para conocer su interaccién directa.

En cuanto a la CHX 0.12% (c), ésta no presentd actividad inhibitoria bacteriana en los
ensayos de dilucién frente a ninguna de las cuatro bacterias, asi como tampoco provoco
inhibicidn bacteriana en los ensayos de difusion y de contacto frente a E. corrodens y F.
nucleatum. Por lo que en el analisis HSD Tukey ésta es agrupada junto a la CHX 0.06% +
10g Xilitol y la CHX 0.15%+H,0>+Cc. Un estudio acerca de la composicion quimica de
este enjuague podria llevarse a cabo. Es necesario acotar que CHX 0.15%+H,0,+Cc y

CHX 0.12% (c) son producidos por el mismo laboratorio.

Como recomendacion para poder aplicar de manera mas certera los resultados obtenidos
lo ideal seria realizar una prueba similar sobre patdgenos periodontales cultivados de
pacientes dominicanos con enfermedad periodontal, pues a pesar de tener resultados
concluyentes, se debe resaltar que este estudio evalu6 a las bacterias por separado y no
como el conjunto de comunidades bacterianas que se encuentran en la boca funcionando
en sinergismo. Se debe considerar que a pesar de que la muestra se coloque en un liquido
reductor (RTF) la viabilidad bacteriana va descendiendo a medida que pasa el tiempo.
Algunas bacterias dejan de ser viables a las 3 horas fuera de su medio de tension de oxigeno
ideal. Es por esto que para realizar cultivos a partir de muestras tomadas en pacientes
dominicanos y enviarlos a Chile disminuiria las posibilidades de la viabilidad bacteriana al

menos que sea transportada con hielo seco a temperaturas de -20°C.
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Vemos esto como una posibilidad con el desarrollo de un Laboratorio de Microbiologia
Oral en la PUCMM.

Se debe resaltar que enjuagues de fabricacion local tales como el CHX 0.12% (b), tuvieron
resultados similares al del (Ctrl +) en todos los ensayos.

A pesar de que los estudios in-vitro se encuentran en el escalon mas bajo de la pirdmide de
investigacion, estos constituyen el primer paso para si quiera considerar un estudio a nivel
clinico. Actualmente no hay un reporte de la literatura en la que se prueben tal cantidad de
clorhexidinas al mismo tiempo; atn asi sugerimos mas investigacion al respecto, donde se
puedan repetir estos estudios de manera independiente. Aclaramos también que no existe
ningun tipo de conflicto de intereses con ninguna de las compafiias cuyos enjuagues fueron

evaluados.

5.1 Conclusién

En cuanto a la sensibilidad de los cultivos de periodontopatgenos estudiados frente a las
distintas concentraciones de clorhexidina con y sin agregados, P. gingivalis, E. corrodens
y A. actinomycetemcomitans mostraron similar sensibilidad frente a todas las
clorhexidinas. Los diametros de zona de inhibicion més grandes se encontraron en A.
actinomycetemcomitans, sin embargo la menor variacion entre los didmetros lo presento
P. gingivalis. Con respecto a los enjuagues los diametros de inhibicion méas grandes los dio
la CHX 0.12% +CCP seguido de CHX 0.12% (a) y CHX 0.12% (b). Los diametros més
pequefios los dieron CHX 0.12% (c) y CHX 0.15%+H>0.+Cc. En cuanto al crecimiento
bacteriano las clorhexidinas CHX 0.12% (a), CHX 0.12% +Xilitol 1g, CHX 0.12% (b),
CHX + NaF, CHX 0.12% + Xilitol* y la CHX 0.12% + CCP presentaron inhibicion en los

ensayos de dilucion y difusién en todas las bacterias.
En relacion a la resistencia de los patogenos periodontales estudiados frente a las distintas

clorhexidina, P. gingivalis fue la Unica que no presento resistencia frente a las distintas

clorhexidinas.
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En cuanto a F. nucleatum, esta presentd resistencia a CHX 0.06% +Xilitol 10g, CHX
0.12% (c) y CHX 0.15%+H.0>+Cc. En el ensayo con E. corrodens se reporto resistencia
a las mismas tres clorhexidinas mencionadas, en el resto de las clorhexidinas tuvo un efecto
intermedio. Finalmente A. actinomycetemcomitans solo presentd resistencia ante la CHX
0.06% +Xilitol 10g.

Con respecto a la viabilidad bacteriana luego de haber estado en contacto con las distintas
clorhexidinas, el volumen de suspension bacteriana si influy6 en la viabilidad luego de que
se puso en contacto con las clorhexidinas. Sin embargo el tiempo de contacto no presento
resultados significativos. Las clorhexidinas que lograron la no viabilidad bacteriana en
todos los tiempos y frente a todos los volimenes fueron: CHX 0.12% (a), CHX 0.12% +
Xilitol 1g, CHX + Xilitol* y (Ctrl +) CHX 0.12%+CCP.

En cuanto a nuestra hipotesis, a pesar de que la CHX 0.15%+H,02+Cc tiene compuestos
y concentraciones similares a las clorhexidinas al 0.12%, esta se desestima debido a que su
efecto no fue el esperado al no poder compararse con el (Ctrl +) ni con las demas

clorhexidinas con concentracién al 0.12% evaluadas en este estudio.
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Anexo 1. Aprobacion tema de tesis

< o
.l;/ PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA MADRE Y MAESTRA
VICERRECTORIA DE POSTGRADO
Unidad de Investigacion

G

T

=

POSTULACION DE TEMAS PARA TRABAJO DE INVESTIGACION FINAL

Programa: Maestria Periodoncia e Implantologia Oral

Postulantes
Nombre Matricula Email
Johannes Olsen Cruz 2013-6183 olsencruz@gmail.com <

Titulo de la investigacion:

Prueba de sensibilidad bacteriana de periodontopatégenos frente a clorhexidinas al 0.12% y
clorhexidina al 0.15% combinada con peréxido de hidrogeno y Caesalpinia coriaria.

Breve explicacion sobre en qué consistira la investigacion:

Se pretende realizar pruebas de sensibilidad en cultivos de los patégenos periodontales
conocidos como los mas virulentos de la enfermedad periodontal, frente a los distintos
enjuagues de clorhexidina al 0.12% que se comercializan en el mercado dominicano y usando
una combinacioén que existe en el mercado de clorhexidina al 0.15% mas peroxido de hidrogeno
y extracto de fluido de Caesalpinia coriaria (Guatapana). El fin es poder determinar de manera
in-vitro si todos tienen la misma efectividad o si existe alguno que sea de mayor eficacia.

Periodo académico: Enero-Abril 2015
Asesor sugerido: Dra. Aimée Cuesta

Para uso de la Unidad de Investigacion y la Coordinacién del Programa
Tema aprobado
Tema aprobado, sujeto a las observaciones indicadas en el dorso

Asesor asignado:
Tema rechazado. Justificacion:

c

/ Coordinador det Programa
Unidad de Investigacion:
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Anexo 2. Carta aprobacion estudiante en instalaciones Universidad de Chile




Anexo 3. Carta respuesta apoyo en investigacion por parte Dra. Patricia Palma Fluxa




Anexo 4. Certificado de Mantenimiento de Campana de Flujo Laminar.




Anexo 5. Reporte de mantenimiento esterilizador autoclave.




Anexo 6. Reporte de Mantenimiento de micropipetas.




Anexo 7. Reporte de Mantenimiento de micropipetas.




Anexo 8. Reporte de Mantenimiento de micropipetas.




Fotos Ensayo de Dilucion

Anexo 9. Memoria fotografica.

Plagueado de Agar-Sangre con el enjuague afiadido. Fuente: Propia de los autores

Anexo 10. Memoria fotogréafica

Placas con medio de cultivo con enjuagues afiadidos. Fuente: Propia de los autores
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Anexo 11. Memoria fotogréafica

Ejemplo de crecimiento bacteriano en placa (Ctrl -) luego de siembra en césped de P. gingivalis

Anexo 12. Memoria fotogréafica

Ejemplo de inhibicion de crecimiento bacteriano en placa (Ctrl +) luego de siembra en césped de P. gingivalis
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Fotos Ensayo de Difusion

Anexo 13. Memoria fotogréafica

Zonas de inhibicion bacteriana por las distintas clorhexidinas (1-5) sobre P. gingivalis

Anexo 14. Memoria fotogréfica

Zonas de inhibicion bacteriana por las distintas clorhexidinas y (Ctrl -) (6-10) sobre P. gingivalis
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Fotos de Ensayo de Contacto o Short Interval Kill Test

Anexo 15. Memoria fotogréafica

Alicuotas de enjuagues en tubos eppendorf y placas rotuladas previo al inicio del ensayo.

Anexo 16. Memoria fotografica

Acercamiento de placa rotulada para ensayo SKIT de E. corrodens luego de realizado.
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Anexo 17. Memoria fotografica

Resultados luego de incubacion de E. corrodeﬁ/siaéspués de realizado el ensayo de SKIT
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