Microbiologia Periodontal:
Pruebas Diagnosticas, una Revisién

Mg. Hilda Moromi Nakata'

Cont ef objeto de presentar e vision general de los agentes microbianos en la enfermedad periodontal;

::1 se revisa la conceptuatizacion etioldgica, ¢l listado de microorganismos relacionados v las Técnicous de
% diagnastico, sefalando lay venigjus v hinitaciones .
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in order to show a global vision of bacterial agents in periodontal disease, it is reviewed the etiologic factor of
bacterial micraorganisms in periodontal discase the related microorganisins and diagnostic techniques pointing ot its
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. 1. INTRODUCCION

Para enmarcar el articulo es conveniente presentar el
siguiente marco concepiual: El término enfermedad
periodontal (EP) alude a procesos patologicos de tipo
reversible como es el caso de  la gingivitis v los que
ocasionan pérdidas de las estructuras del periodonto:
ligamento y hueso alveolur en caso de periodontitis. siendo
éstos de cardcter irreversible El factor etioldgico esencial
es la biopelicula de placa dental. (1}

Cuoando se desarrolla una gingivitis o una peridontitis en
realidad lo que se produce es un desequilibrio entre los
microorganismos (MO) y los mecanismos de defensa
(M) del hospedero.

Acerca de rol de la placa dental en la etiologia de 1a EP se
han propuesto 3 teorias:

Placa no especifica: que considera que el desarrollo de
la EP es el resultado de lu interaceion de los MO con el
hospedero. La remosion de los MO ha devenido en la
prevencion y control de la gingivitis y periodontitis. (2)
Placa ccoldgiva: postula gue los cambios en los [actores
ambientales en un sitiw. es la clave para la predisposicion
de la EP. Un cambio en el ecosistema produce una
alteracion de lu estabilidad. (3)

Placa especifica: considera que solo un determinado
numera de MO estdn relacionados con la [P Sin emburgo
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se ha observado casos en gque no se han encontrado los
MO especificos, ¢ si los hay. no s& ha presentado la
enfermedad. (4)

Por tanto, la conceptualizacion de la etiologia de la EP
rudicaria en una complementaricdad de las tres Leorias
anotadas. (3)

También se ha introducido el concepto de que algunos
tipos de P pueden ser infecciones exdgenas. En la
actualidad estas infecciones exdgenas han recibido el
nombre de infeeciones periodontales verdaderas. mientras
que las enddgenas se consideran infeceiones periodontales
por bacterias comensales.

El establecimiento y las proporciones relativas de MO
subginzivales en estos sitios profundos estin influidos por
células epiteliales e inflamatorias y por los productos
finales del metabolismo bacteriano. Esta drca retentiva
determina un medio en el cual pueden colonizar los MO
que no pueden adherirse con facilidad a las superficies
duras pero que si pucden adherirse a otras bacterias v al
epitelio de la bolsa, la luz de la bolsa es un acceso directo
a los nutrientes {principalmente proteinas) presentes en
el exudado del surco v la placa subgingival (Psg)
proporciona un ambiente fisico con bajo nivel de dxido-
reduccidn quc permiten que lleguen a establecerse las
bacterias anacrobias.

Fn estas condiciones locales los factores ambientules
del hospedero facilitan una microbioty subgingival
especifica cuyo aumento genera un cambio patoldgico.
Las observaciones realizadas han demostrado que las
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bacterias y otros MO de la Psg vinculada con el epitelio
pueden penetrar en ¢l tejido conectivo gingival v
colonizarlo. (6-8)

En los dltimos tiempos se ha logrado avances en
cuanto al conocimiento de la composicidn v eslructura
de la placa dental en especial de la Psg. Estos avances se
deben sobre todo al empleo de coleccidn de mucstras,
dispersidn y cultivos bacterianos en anacrobiosis que
permilen recuperar numerosas bacterias asi como estudios
cxperimentales y observaciones por microscopia
clectraonica.

Dentro de este marco conceptual, el articulo revisa
principalments el aspecto de los microoreanismos y su
hallazpo  através de los diversos métodos diagndsticos
someramente descritos. Se presenta igualmente, conceptos
sobre biopelicula bacteriana ¥ composicion de la
microllora perindontal

2. BIOPELICULA DE LA PLACA DENTAL

Estd conformada por los microorganismos adheridos
a la placa dental, a manera de depdsito blando. denso,
que conticne ademds polimeros salivales y productos
extracelulares. Las investigaciones recientes [ mencionan
como ung comunidad ecoldgica.(9). Se le considera
también como agentes de la caries dental y EP, asociados
4 las formaciones supragingival y subgingival,

respectivamente. La placa puede caleificar formando el

saro o clleulo dental,

COMPOSICION DE LA MICROFLORA
Normalmente la microflora periodontal esta
compuesta de una compleja asociacidn de especies
bacterianas.( L)) L.a mayoria de 1os estudios deseriben mis
de 300 especies bacterianas, o grupos. ¢n la Psg.(11)
En reunidn de la Academia Americana de Periodontologia
en 1996. se arribd al concenso de que; A4
gctinonnveenneontitans, B gingivalis | B. forsvehos, P
inrermedia y T. dearicole, pueden ser consideradas como
causantes verdaderos periopatopatdgzenas, De Ellos: 4
getinomyeetmenntitans ¥ P gingivalis estdn considerados
como exdgenos, invasores y transmisibles, micntras que
B. forsvthus. P inrermedia y T. denticola son enddgenos
¥ oporlunistas, (12)

Las evidencius del rol bacteriano en la enfermedad
perigdontal imphica lo siguiente:

« La existencia de diferentes perfiles bacteriales en:
salud. gingivitis experimental. gingivitis crinica, y
otras [ormas de ER (13)

*  Lapresencia de un incremento praporciomal de alaunas
especics en lugares con evidencia de pérdida reciente
de adherencia. ( 14)

o Caracterizacion de factores de virulencia, {13)

»  Correlacidn entre bacterias periodontogénicas v

pérdida de adherencia. (16)
* Presencia de altos niveles de especies periodonto-
pdticas € incrementos de riesgos. (17)

Sin embargo aun queda la inlerrogante respecto a la
presencia de los microorganismo cspecilicos como un
lactor de ricsgo & un indicador de riesgo para la ER.

En los cuadros 1 ¥ 2 se muestran la disiribucidn y
compaosicion de L ore microbiana periodontal, asociadas
a grados de la enfermedad priodontal.

3. PRUEBAS DIAGNOSTICAS

Existcn diversos métodos y téenicas para el estudio v
la identificacidn de patdgenos perindontales, como los
tradicionales: microscopia. cultivos, inmunoldgia, hasta
los mds modernos como los de aplicacidn de la
biotecnologia: técnicas moleculares.

3.1 MICROSCOPIA DIRECTA

Pucde proporcionar datos dtiles, mediante la
microseopia de campo oseuro y contraste de fase,
permite el monitoreo de la terapia periodontal no
quirtirgica, con la evaluacidn de las proporciones
relativas de las formas v motlidad de la flora
subgingival. Los cambios son de importancia clinica,
debido a la correlacidn que existe entre la proporcidn
de formas mdviles. en especial las espiroquetas vy la
profundidad de la bolsa periodontal. Sirve de tamiz y
motivacidn de los pacientes. La microscopia
clectrdmica permite estudiar la estructura, distribucicon
y cambios comparativos de los MO en la placa. La
desventaja de la microscopia cs gue solo os posible
estubleccer morfotipos ¥ no géneros ni cspecics
bacterianas..

) METODOS DE CULTIVO:

Este método considerado el estandard de oro,
permile realizar recuentos bacterianos para establecer
proporciones relativas, mediante mélodos cuanti-
tativos haciendo uso de medios no selectivos, en este
caso hay necesidad de considerar los crrores en la
aplicacion de los mélodos utilizadios,

Cuando se utilizan los medios sclectivos. es posible
recuperar determinados microorganismos, aqui es
importante igualmente la proporcion y tener la certeza
que todas las colonias consideradas realmente
corresponden a la especie en estudio. Por oiro lado
hay que recordar que no todos las bacterias presenies
en la muesira desarrollaran en un medio de cultivo.
Alzunas referencia puede ser G, Christopher, (19} ¥
Moromi. (20.21)
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Cuadro 1. Microorganismos asaciados a varias formas de periodontitis

ESPECIES Perindontitis | Periodontitis | Penodontitis | Penodontitis | Fracasoen
agresiva agresivi cronica refractaria | regeneracion
localizada tisular guiada
Fusubacreriim sp + ++ 144 o A
Actinebacillus actiiteanyeetemeomitans +++ ++ ++ et ++
Porphvromonas gingivalis + + +++ ++ ++
Prevotella intermedia / P nigrescens i +++ +++ £+ bt
Bacteriodes farsvifis + ++ +H+ oy e
Campvinhacter rectis + +4 ++ + +++
Peptostreptococcis micras + ++ +i+ ++ ok
Fubacterinm sp - 4 e + +
Treponema sp i e +++ +4 4+
Enterobacterias y Psendomonas - * + + -
Streprocaccus  hemaoliticos ? ++ ++ ++ +
Candida sp - T : + =

Fuente: Mombelli. (18) - = No elevado en comparacidn a salud. + = aislamiento ocacional. + = Menos del 10 % de
pacientes positivos. ++ = Menos del 50 % de pacientes positivos. +++ = Mis del 50 % de pacientes positivos. ? =

Desconocido

Cuadro 2. Espel‘ics microbianas asociadas con la salud y enfermedad periodontal
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+  Streptococous mitis

«  Veillonella parvula

= Actinomyces naesfundii

= Actinamyces Viscosus

»  Rothia demtocariosus
Gingivitis:

Actinamyces sp
Streptococcus sp
Veillonella sp
Fusobacterium sp
Trepanema sp
Prevarella intermedia

Periodontitis cronica:

Treponema sp

Prevorella intermedia

Parphvromonas gingivalis
Bacteroides forsythus
Peptostrepiocaccns micras
Campylobacter rectus

Actinobactllng actinonveetemcomitans

v Likenella corrodens
*  Fusubacterium sp
+  Selenomonas sp
*  Fubacterium sp
Periodontitis agresiva en ninos:
Actinebacillus actinomycetemcomitans
+  (liras especies desconocidas
Periodontitis agresiva en adultos:
o Actinobacillus actinomyceremoeomirans
»  Porphyromonas gingivalis
*  Bacternides forsythis
«  Campyiebacter rectis
s Fikenella corvodens
Periodontitis refractaria:
«  Actinobacilluy actinomveetemeomiteanys
«  Porphyromonas gingivalis

s Prevotella imermedia ne~
= Bacreroides forsvihus o

Eomy

*  Campylobacter rectus

= Peptostreptococcus micras
+  DBacilos enléricos

«  Candida albicans

e

Fuente: Listgarden. (7)

clasificadas como primarias (interaccion directa Ag-
Ac). secundarias (reacciones observables como
precipitacion. aglutinacion y tljacién de complemento).

Las terciarias se refieren a efectos bioldgicos como ™
opsonizacidn. fagocitosis y guimiotaxis, (22-23) =
En general en los inmunoenzayos, existen téenicas ™2
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. _._ciqﬁ_.-[ﬁ'mu’nﬂnmrcad(}. que mediante procedimientos
diversos. permiten detectar v cuantificar tanto
anlicucrpos comao antigenos. Dependiendo de 1a sus-
tancias utilizada como marcador se pueden clasilicar
en inmumotluorescencia (IF. con conjugado
fluorescente), inmunocensavoenzimiitico {ELISA. con
marcador enzimitico) v radioinmunoandlisis (RIA. con
isotopo radiactivo). Sc requiere de anticuerpos
monoclonales o policlonales. Las ventajag son su
sensibilidad, sencillez y rapidez. Permiute la
confirmacidn de pruebas positivas mediante inmuno-
Muorescencia por ejemplo. Desventajas  de estos
procedimientos es que la especificidad pucde
dificultarse si hay reactivos que se cruzan con especies
no incluidas en la bateria o con bacterias no cultivables,
se identilican generalmente determinads cspecies o
grupos relacionados. El costo elevado es otra
desventaja especialmente en R1A. Algunas referencia
de inmunoensayos: (24-26)

I“n la prictica clinica es dtil la prueba de aglutina-
citin en litex. no requiere de intrumentos y demora
aproximadamente 30 minutos, se pucde detectar
patdgenos en delerminados sitios como conductos
radiculares infectados 4 [a distribucidn de éllos.

34PRUEBAS ENZIMETICAS

Lstas pruebas no detectan especies bacterianas
especificas, sino que indican la presencia de enzimas
relacionadas con detruceion de rejidos periodontales
¥ proceden principalmente de baclerias patépgenas
periodontales. aunque no exclusivamente. La
colagenasa. por ejemplo es de origen bacteriano (8.
Jorsvihus, P gingivalis, T. denticola, Capnocy-
taphaga) asi como de las células del hospedero, v
puede ser detectado por la degradacidn de un sustrato
sintético (BANA), mediante la presencia del color
azul-negruzeo. Esta enzima sc relaciona con
pardmetros clinicos: sangrado, profundidad de la bolsa
periodontal y presentacidn clinica. Otras enzimas
imporlintes: pepridasas, proteasas, cnzimas semejante
ala tripsing cte, (27)

35 PRUEBAS CON TECNICAS MOLECUILARES.

Con el nombre de Diagndstico Molecular se
engloban una serie de téenicas basudas en el andlisis
del DNA o deido desoxirribonucleico, que es la
maolécula que recoge toda la informacidn gencrica |
aracias a la ingenieria genética. Dicho andlisis puede
tener dos objetivos: ladereccion de microorzanismaos
de forma rdpida v eficaz. asi como ¢l estudio de
variaciones en los genes humanos que pueden
condicionar la aparicién de enlermedades, La
identificacion mediante técnicas de hibridacion se
realiza con el uso de sondas (segmento con secuencia
complementaria a una de las hebras de DNA), que
son marcadas con un isdlopo radiactive ¢ enzima.

46

cuya lectura es por antorradiografia v colorimetria
respectivamente. Algunas téenicas son el Southern
blotting . PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa)
y «Checkerbourd». Esta dltima desarrollada por
Socransky para la microflora oral, se aplican para
especies como A, actinemyeenrenconitans, F.
gingivalis, B.forsvthus, B intermedia, v 1. denticola
relacionadas con procesos periodontales. Desde 1995
se evaltan para ser aplicados como standards para 18
cspecies periopatogenas, asi como el andlisis de saliva
¥ sensibilidad entibidtica. Algunas referencia de
técnicas moleculares: (28-31)

Fstas téenicas molecularcs. sirve para estudios
epideminldgicos, a nivel general para determinacion
algunas enterotoxinas, identificacidn de genes de
resistencia, identificacion de especies dificil de cultivar
o nocultivables, clonacion de secuencias de genes ete.
Las desventajas es el tiempo, costo, duracion de los
reactivos v disminucidn de la sensibilidad v
especificidad para uso cn muestras en forma directa.

4. VENTAFAS Y LIMITACIONES DE LA
PRUEBAS DIAGNOSTICAS MICROBIANAS
EN L4 DETECCION DE PATOGENOS DE 1A

ENFEREMEDAD PERIDONTAL.

Las técnicas de cultivo presenta la ventaja de detectar
especies insospechadas, aungue hay dificultad para la
obtencidn de una muestra significativa en muchos casos,
4 diferencia de las otras técnicas coma inmunoensayos,
DINA erc. En esia dltima es notoria ¢l aumento de la
sensibilidad y especitidad.

LLa aplicacidn de estas pruchas para deteccidn de
patdgenos periodontales no son indicados en todos los
casos, se recomienda en pacientes con perindontitis
agresiva, con enfermedad refractaria, con tratamicntos
protésicos, implantes, terapia regeneraliva o los que
padezcan o tengan riesgo de enfermedad cardiovascular,

5. CONCLUSIONES

Los diversos métodos v téenicas que se ofrecen para
el estudio v la determinacidn de las diferentes especies
relucionadas con la enfermedades periodontal. permite
seleceionarlas de acuerdo al objetivo del estudio, va que
cida una de €llos tenen ventajus vy limitaciones que cs
necesario evaluar para obtener la mejor informacion cn
beneficio de los pacientes v la comunidad.
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