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Resumen.

La enfermedad periodontal comprende un grupo de estados inflamatorios de los tejidos de soporte
dentario inducidos por bacterias. Se ha demostrado que la placa bacteriana es uno de los factores
etiologicos clave junto con la respuesta defensiva del huésped en la iniciacion y persistencia de las
lesiones inflamatorias periodontales. La periodontitis es una enfermedad infecciosa del periodonto
causada tanto por el sobrecrecimiento de patdgenos periodontales en la microbiota subgingival de
individuos susceptibles como por la respuesta inmuno-inflamatoria local estimulada por ellos. Hay
dos formas clinicas de periodontitis, periodontitis agresiva y periodontitis cronica, caracterizadas por
una destruccidn progresiva de los tejidos que conforman el periodonto de insercion y de proteccion.
Existen evidencias que asocian e implican a Aggregatibacter actinomycetemcomitans en infecciones
orales y extraorales. Datos clinicos y microbioldgicos asocian a esta bacteria con la iniciacion,
progresion y recurrencia de la enfermedad periodontal agresiva localizada. Estudios han revelado
que Aggregatibacter actinomycetemcomitans posee diferentes susceptibilidades a antibioticos,
observandose una alta susceptibilidad a diferentes antibi6ticos. El tratamiento de la enfermedad
periodontal habitualmente se realiza con terapia mecéanica (destartraje y pulido radicular), sin
embargo en algunos tipos de periodontitis (agresivas), el tratamiento es en conjunto con antibioticos
al estar presente el Aggregatibacter actinomycetemcomitans (un patdgeno dificil de erradicar), y no
se considera mayormente su serotipo. En este estudio se pretende ver la susceptibilidad antibidtica
del Aggregatibacter actinomycetemcomitans y su susceptibilidad antibidtica a la Amoxicilina y al

metronidazol.

Palabras Clave: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; capnofilico; susceptibilidad;

metronidazol.
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Abstract.

Periodontal disease comprises a group of bacterially induced inflammatory states of tooth support
tissues. Bacterial plaque has been shown to be one of the key etiologic factors along with host
defensive response in the initiation and persistence of periodontal inflammatory lesions.
Periodontitis is an infectious disease of the periodontium caused both by the overgrowth of
periodontal pathogens in the subgingival microbiota of susceptible individuals and by the local
immune-inflammatory response stimulated by them. There are two clinical forms of periodontitis,
aggressive periodontitis and chronic periodontitis, characterized by a destruction of the tissues that
make up the periodontium of insertion and protection. There is evidence that associates and
implicates Aggregatibacter actinomycetemcomitans in oral and extraoral infections. Clinical and
microbiological data associate this bacterium with the initiation, progression and recurrence of
localized aggressive periodontal disease. Studies have revealed that Aggregatibacter
actinomycetemcomitans possesses different susceptibilities to antibiotics, being observed a high
susceptibility to different antibiotics. The treatment of periodontal disease is usually performed with
mechanical therapy (scaling and root polishing), however in some types of (aggressive)
periodontitis, the treatment is in conjunction with antibiotics as Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (a pathogen difficult to eradicate) And its serotype is not considered
mostly. In this study we intend to see the antibiotic susceptibility of Aggregatibacter

actinomycetemcomitans and their antibiotic susceptibility to Amoxicillin and metronidazole.

Keywords: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; capnophilic; susceptibility; metronidazole.
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Resumo.

A doenca periodontal compreende um grupo de estados inflamatoérios induzidos por bactérias de
tecidos de suporte de dentes. A placa bacteriana mostrou ser um dos principais fatores etioldgicos
juntamente com a resposta defensiva do hospedeiro na iniciagdo e persisténcia de lesdes
inflamatorias periodontais. A periodontite € uma doenca infecciosa do periodonto causada tanto pelo
supercrescimento de patdgenos periodontais na microbiota subgingival de individuos suscetiveis
como pela resposta imuno-inflamatoria local estimulada por eles. Existem duas formas clinicas de
periodontite, periodontite agressiva e periodontite cronica, caracterizada pela destrui¢do dos tecidos
que compdem o periodonto de insercdo e protecdo. Ha evidéncias que associam e implicam
Aggregatibacter actinomycetemcomitans em infecgbes orais e extraorais. Dados clinicos e
microbiologicos associam esta bactéria a iniciacdo, progressdo e recorréncia da doenca periodontal
agressiva localizada. Estudos tém revelado que Aggregatibacter actinomycetemcomitans possui
diferentes susceptibilidades aos antibidticos, sendo observada uma elevada susceptibilidade a
diferentes antibidticos. O tratamento da doencga periodontal é geralmente realizado com terapia
mecanica (escamacao e polimento de raiz), no entanto em alguns tipos de periodontite (agressiva), o
tratamento € em conjunto com antibidticos como Aggregatibacter actinomycetemcomitans (um
patdgeno dificil de erradicar) E seu sorotipo ndo é Considerados na sua maioria. Neste estudo
pretende-se ver a susceptibilidade aos antibi6ticos de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e sua

susceptibilidade aos antibioticos para Amoxicilina e metronidazol.

Palavras chave: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; capnofila;  susceptibilidade;

metronidazole.
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Introduccion.

La enfermedad periodontal comprende un grupo de estados inflamatorios de los tejidos de
soporte dentario inducidos por bacterias. Se ha demostrado que la placa bacteriana es uno de los
factores etioldgicos clave junto con la respuesta defensiva del huésped en la iniciacion vy
persistencia de las lesiones inflamatorias periodontales. En la periodontitis los anaerobios gram-
negativos son denominados periodontopatdgenos, entre ellos estan: A. actinomycetemcomitans,
Phorphyromonas gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythensis son considerados
actualmente como agentes primarios en la etiologia de la periodontitis.En las diferentes formas de
periodontitis se han relacionado muchas especies microbianas, algunas de estas cuentan con
evidencia convincente de su importancia como causante de enfermedad periodontal. Una de las
asociaciones mas fuertes entre un patdgeno sospechado y enfermedad periodontal destructiva

corresponde al A. actinomycetemcomitans.

Morfoldgicamente el Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un microorganismo
anaerobio facultativo y capnofilico, que necesita para su crecimiento un medio con CO, al 5-10% en
presencia de O, 0 anaerébicamente, necesitando entre 48 a 72 horas para obtener colonias bien
desarrolladas. Es un coco bacilo no movil gram negativo, que mide 0.4 £0.1 x 1.0 + 0.4 um; crece
en el medio TSBV, tiene la habilidad de adherirse fuertemente a si mismos o a elementos como el
vidrio, plastico e hidroxiapatita. EI A. actinomycetemcomitans presenta 6 serotipos a, b, c, d, e, f
actualmente definidos, y ademas existe entre un 3% Yy 8% que se mantiene como no serotipable. Se
han observado diferentes comportamientos de A. actinomycetemcomitans segin sus diferentes
serotipos. El serotipo b ha sido asociado a periodontitis agresiva localizada y periodontitis del

adulto, ya que se le adjudicado un elevado potencial patogénico ya que presenta una mayor
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leucotoxicidad debido a un defecto en la regulacion de la produccion de leucotoxina. Algunos
estudios han asociado al serotipo b altamente leucotdxico con la conversion de sitios sanos a sitios a

enfermos; y con destruccion periodontal avanzada.

Carranza, manifestd que Las manifestaciones clinicas de la enfermedad periodontal son
producto de una compleja interaccién entre el agente causal, en este caso bacterias especificas de la

placa dental, y los

Tejidos del huésped. La inflamacion es la caracteristica patolégica central de la enfermedad
periodontal. En un huésped sano, sus mecanismos de defensa regulan cantidades variables de placa
bacterianas sin que haya inflamacion. (1) En las diferentes formas de periodontitis se han
relacionado muchas especies microbianas, algunas de estas cuentan con evidencia convincente de su
importancia como causante de enfermedad periodontal. Una de las asociaciones mas fuertes entre un
patdgeno sospechado y enfermedad periodontal destructiva corresponde al Aggregatibacter

actinomycetemcomitans. (2)

En la periodontitis también se encuentran otros patégenos relacionados, entre ellos estan:
Phorphyromonas gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythensis, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Campylobacter rectus, Fusobacterium nucleatum, Peptoestreptococcus
micros, y espiroquetas. El origen de estas especies es exdgeno; no forman parte de la flora habitual y
el tratamiento debe tener como objetivo su control y modificacion de la flora hacia especies gram

positivas compatibles con salud periodontal. (2)

El Aggregatibacter actinomycetemcomitans, desempefia un papel muy importante como

patdgeno en formas agresivas y recurrentes de la periodontitis. La prevalencia del Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans, en la periodontitis agresiva localizada es casi del 90 % y del 30% - 50% en

periodontitis agresiva generalizada. (1)

El Actinobacillus actinomycetemcomitans es un miembro de la microbiota oral humana
normal. También se encuentra en las cavidades orales de varios primates y otros mamiferos. Su
habitat primario no se ha definido pero se asume que es probablemente la placa dental en el surco

dentario. No se encuentra en individuos edentulos. (3)

Pajukanta R; et al, 1992, (4) en una revision de un estudio clinico y microbioldgico sobre el
efecto de diferentes antimicrobianos realizado en pacientes con periodontitis agresiva generalizada,
en el que Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo b fue detectado en el 81.4% de los
sujetos en estudio, se encontr6 que la combinacion de metronidazol mas amoxicilina redujo
significativamente la presencia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, mientras que el

metronidazol y doxiciclina no redujo su numero significativamente.

En las diferentes formas de periodontitis se han relacionado muchas especies microbianas,
algunas de estas cuentan con evidencia convincente de su importancia como causante de enfermedad
periodontal. Una de las asociaciones mas fuertes entre un patdégeno sospechado y enfermedad

periodontal destructiva corresponde al Aggregatibacter actinomycetemcomitans. (2)

Placa bacteriana.

Se forma en una secuencia de eventos ordenados y previsibles que se inicia con la
deposicion de una pelicula de glicoproteinas salivales llamada peliculas adquirida, seguida por la
colonizacion primaria por parte de algunos microorganismos principalmente cocos gram positivos

aerobios, luego una colonizacion secundaria por otros especies bacilos que interaccionan con los
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colonizadores primarios, posteriormente se van incorporando secuencialmente especies gram

negativos anaerobias, completando asi una placa madura. (5)

La biopeliculas esta constituida por una 0 mas comunidades de microorganismos embebidos
en un glicocalix adheridos a una superficie solida, lo que permite a los microorganismos colonizar
diferentes superficies y gozar de beneficios como:

e proteccion contra microorganismos competidores

e proteccion contra los factores defensivos del huésped

e resistencia antibiotica

e facilita captacion de nutrientes

e permite alimentacion cruzada

e facilita la eliminacion de productos metabolicos potencialmente dafiinos
e desarrollo de un ambiente fisicoquimico favorable.

El concepto de biopelicula hace referencia de que las bacterias no estan dispuestas de manera
arbitraria en la placa dentaria, sino formando comunidades altamente organizadas donde ocupan un

lugar y una funcién determinada. (6)

Los mecanismos que explican la resistencia a los antimicrobianos por parte de la biopelicula
no estd totalmente dilucidado, (7) pero algunos principios generales han sido descritos. Los
microorganismos que crecen formando una biopelicula poseen una resistencia antibiotica 1000 a
1500 veces superior a la que poseen las formas aisladas (Ilamadas planctonicas). Los mecanismos
que aumentan la resistencia de las biopeliculas difieren no s6lo entre distintas especies, sino ante
distintos antimicrobianos y entre los distintos habitat en los que se desarrolla la biopelicula. Un
importante mecanismo de resistencia parece ser la lenta tasa de crecimiento que poseen las bacterias
dentro de la biopelicula, otorgandoles resistencia a muchos antimicrobianos, pero no a todos. Se ha

demostrado en numerosos estudios de resistencia antimicrobiana, que variaciones en el estado
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nutricional, tasa de crecimiento, temperatura, pH y exposicion previa sub letal a antimicrobianos
puede provocar una variacion en la respuesta por parte de la biopelicula. (8) La matriz extracelular
aunque no es una barrera importante por si misma, retarda la difusion de los antimicrobianos. Por
ejemplo agentes antimicrobianos fuertemente cargados pueden fallar en alcanzar las zonas mas
profundas de la biopeliculas, debido que esta actuaria como un lugar de intercambio de iones
removiendo esas moléculas. (9) Ademas puede concentrar cantidades variables de enzimas
extracelulares como beta lactamasas, formaldehido liazas y formaldehido deshidrogenasa que
degradarian antibidticos de carga positiva e hidrofilicos. Existe en el interior de la biopeliculas un
intercambio de material genético que le confiere de resistencia antimicrobiana, incluso si la bacteria
se alejara de ésta. Se propone en recientes investigaciones que existe una subpoblacién dentro del
biofilm que serian “super-resistentes” a ciertos tipos de antibidticos, y no se presentaria esta

caracteristica si la bacteria estuviera en su forma planctonica. (10)

Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

El Aggregatibacter actinomycetemcomitans, desempefia un papel muy importante como
patdgeno en formas agresivas y recurrentes de la periodontitis. La prevalencia del Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, en la periodontitis agresiva localizada es casi del 90 % y del 30% - 50% en

periodontitis agresiva generalizada. (11)

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, se deriva de las palabras griegas, actes,
significando el rayo, debido a la estrella en la tapa de la colonia del agar y, los mycetes, significando
el hongo, porque los actinomicetos eran originalmente un hongo. La palabra comitans, proveniente
del latin, significa en comdn o acompafiado de Actinomycetes, reflejando la asociacion entre

Actinobacillus con Actinomycetem. La presencia de los Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
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fue encontrada, ocasionalmente en lesiones actinomicoticas y en otras, asociacion con Actimycete.El

aislamiento del Actinobacillus de lesiones actinomicoticas no era constante. (12)

Aggregatibacter actinomycetemcomitans fue implicado por primera vez como causa de

periodontitis juvenil en 1976, ahora llamada agresiva en la nueva clasificacion. (13,1)

Actinobacillus actinomycetemcomitans fue reconocido como un miembro de la microbiota
oral humana normal. También se encuentra en las cavidades orales de varios primates y otros
mamiferos. Su habitat primario no se ha definido pero se asume que es probablemente la placa

dental en el surco dentario. No se encuentra en individuos edentulos. (14)

Morfologia.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un microorganismo anaerobio facultativo y
capnofilico, que necesita para su crecimiento un medio con CO, al 5-10% en presencia de O, o
anaerébicamente, necesitando entre 48 a 72 horas para obtener colonias bien desarrolladas. A
temperatura de 37C, con un PH de 7-8.5, y puede ser estimulado reactivos de bajo peso molecular

como lo son las hormonas esteroidales. (15)

Es un coco bacilo no moévil Gram negativo, que mide 0.4 +.0.1 x 1.0 + 0.4 um, en el existe
un predominio de las formas bacilares por sobre las cocédceas, no produce esporas y no presenta
motilidad. (16) Crece en el medio TSBV, no crece en agar MacConkey, y puede favorecer su
crecimiento el uso de suplementos en el medio de cultivo como extractos de levadura o cisteina.
Tiene la habilidad de adherirse fuertemente a si mismos o0 a elementos como el vidrio, plastico e
hidroxiapatita. (3) Se piensa que su adherencia es debido a la presencia de fibras grandes ligadas en
la superficie de la bacteria. (17) En un medio de cultivo sélido como el agar Aggregatibacter

actinomycetemcomitans se adhiere y forma colonias circulares de 0.5a 1 mmde didmetro con
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bordes ligeramente irregulares. Su aspecto es rugoso Yy translicido con un centro en forma de

estrella, que es atribuido a la presencia de fimbrias. (18)

Serotipo.

Serotipo bacteriano es definido como una poblacion antigénicamente distinta de un especie
de microorganismo, que se diferencia de otras subpoblaciones por medio de pruebas seroldgicas
(antigeno anticuerpo). Las estructuras con capacidad antigénica son numerosas en las bacterias, una
de las estructuras mas importantes en medicina corresponde al antigeno O, un lipopolisacarido
componente de la pared celular de bacterias gram negativas. En un intento de combatir la infeccion
bacteriana las células defensivas producen anticuerpos especificos contra estos componentes
bacterianos permitiendo subdividir las especies. El Aggregatibacter actinomycetemcomitans
presenta 6 serotipos a, b, c, d, e, f actualmente definidos, y ademas existe entre un 3% y 8% que se

mantiene como no serotipable. (19)

La mayoria de los pacientes con enfermedad periodontal que presentan Aggregatibacter
actinomycetemcomitans sélo se encuentran asociado a un serotipo Unicamente. Mdltiples serotipos
han sido encontrado en menos de 10% de los pacientes con enfermedad periodontal positivos para

Aggregatibacter actinomycetemcomitans. (20)

Estudios de prevalencia y distribucion de serotipos de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans en personas con enfermedad periodontal han demostrado que existe una
mayor prevalencia del serotipo b en personas provenientes de EEUU, Finlandia, Brazil, mientras

existe una mayor prevalencia del serotipo ¢ en China, Japdn, Tailandia, Korea. (20)
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Un estudio in vitro sobre la adhesién de los diferentes serotipos de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans en implantes de titanio, reveld que el serotipo a fue el que presento el
mayor valor de adherencia, seguido por los serotipos b, c, d, y siendo el de menor valor el serotipo e

de las cepas estudiadas. (21)

Factores de patogenicidad del Aggregatibacer actinomycetemcomitans.

Los supuestos factores de virulencia del Aggregatibacter actinomycetemcomitans pueden ser
subdivididos en: (a) modulan la inflamacién, (b) inducen la destruccion tisular, (c) inhiben la

reparacion del tejido. (21)

Aggregatibacter actinomycetemcomitans exhibe numerosos factores de virulencia que
permiten la colonizacion de la cavidad bucal. Estas caracteristicas incluyen: union a células
epiteliales, unién a hidroxiapatita, invasion a células no fagociticas, co-agregaciéon con
Fusobacterium, auto agregaciéon 'y  formacion de  biopeliculas.  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans es capaz de secretar dos toxinas, una leukotoxina y una toxina distensora
citoletal que facilitan la evasion de los mecanismos de inmuno defensa del huésped durante el

proceso de colonizacion y contribuyen al proceso de patogénesis. (22)

Otros estudios han demostrado que Aggregatibacter actinomycetemcomitans produce tres
proteinas autotransportadoras: AaE; EmA y ApiA (también conocida como Omp100), las que han
sido inmunolocalizadas en la superficie celular. Estudios basados en PCR (Reaccién de cadena de
polimerasa) han demostrado que AaE, EmA y ApiA estdn presentes en todas las cepas de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans examinadas. Un estudio realizado en pacientes con
periodontitis, que se expusieron a un purificado de proteina ApiA, se produjo una fuerte reaccion

seroldgica sugiriendo la expresion de la proteina in vivo. (23)
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans es conocido por su habilidad para producir fimbrias
estas estructuras extracelulares aparecen como paquetes de fibras paralelas de 5nm de didmetro, que
se proyectan desde la superficie de la célula. (24) Se ha demostrado que las fimbrias en
Aggregatibacter actinomycetemcomitans cumplen la funcion de mediar en la autoagregacion, union

a superficies abidticas y formacion de biopelicula. (25)

Casi todas las cepas estudiadas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans extruyen
vesiculas a su superficie. Estas vesiculas pueden contener leucotoxinas, endotoxinas, bacteriocinas y
poseen la capacidad de producir reabsorcion oOsea. Las vesiculas de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans también contienen adhesinas, aumentando la habilidad para unirse a las
células epiteliales, ademas se ha relacionado estas vesiculas como un evento importante para la

invasion de células epiteliales. (26)

Aggregatibacter actinomycetemcomitans ha demostrado que puede estimular la reabsorcion
Osea por diferentes mecanismos: lipopolisacarido, factores de protedlisis en sus microvesiculas y
material presente en su superficie. Recientemente ha sido identificada una molécula llamada GroEl,

que parece actuar en forma directa con las células osteoclasticas.

Muchas bacterias poseen toxinas que inhiben la proliferacion de los fibroblastos, pero la
toxina termo labil producida por el Aggregatibacter actinomycetemcomitans es especialmente
citotoxica. Esta toxina es una proteina de 50-KDa que inhibe la sintesis de ADN en el fibroblasto,
(27) ademas Aggregatibacter actinomycetemcomitans cuenta con colagenasas que actlan

disminuyendo la cantidad de colageno de la matriz extracelular.
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Factores que suprimen los mecanismos defensas.

Los mecanismos de defensa del huésped juegan un rol importante en el control de la
concentracion de  bacterias presentes en la placa bacteriana.  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans posee diversos factores capaces de suprimir estos mecanismos de defensa,
como una proteina capaz de inhibir la produccion de ADN, ARN vy sintesis de proteinas
proliferativas de células T. Una proteina de 60- kDa secretada por Aggregatibacter
actinomycetemcomitans que fue purificada demostré que producia una inhibicion en la sintesis de

IgG y IgM en linfocitos humanos. (28)

La region Fc de un anticuerpo es importante en la unién del anticuerpo con receptores
especificos localizados en los leucocitos polimorfonucleares. Si otras proteinas compiten por unirse
a esta region, la union al anticuerpo podria verse inhibida, y por lo tanto la fagocitosis podria verse
afectada significativamente. Aggregatibacter actinomycetemcomitans posee proteinas de union a los
receptores Fc. Tolo & Hegland demostraron que las moléculas de superficie de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans estaban asociados a material capsular y eran secretados al medio para unirse
con la porcién Fc de la inmunoglobulina G (igG) esta union inhibe la habilidad de opsonizacion de
los anticuerpos para unirse a los leucocitos polimorfonucleares, y reducen la fagocitosis en un 90%;
también se sugiere que estas moléculas pueden servir para inhibir la activacién del complemento.

(29)

La primera linea de defensa del huésped en contra de la invasion bacteriana es el
reclutamiento de fagocitos en una determinada hacia los tejidos periodontales, proceso denominado
quimiotaxis Aggregatibacter actinomycetemcomitans secreta un compuesto de bajo peso molecular

que inhibe la quimiotaxis en leucocitos polimorfonucleares. Una proteina termoestable producida
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por Aggregatibacter actinomycetemcomitans inhibe la formacion de peréxido de hidrogeno por
parte de los leucocitos polimorfonucleare, ademas existen cepas resistentes al peréxido de

hidrogeno. (29)

Aggregatibacter actinomycetemcomitans tienen la capacidad para penetrar en las células
epiteliales. Estudios in vivo han demostrado que este hecho ocurre en lugares especificos (en la
pared epitelial, en los amplios espacios intracelulares de la superficie epitelial del saco, lado epitelial
de la membrana basal, en el tejido conectivo y el hueso alveolar) y parte de un proceso dinamico y
complejo. Involucra la union de organismos a la célula huésped con la iniciacién de algun tipo de
sefial, unién a un receptor, entrada a la célula por medio de una vacuola, escape de esa vacuola,
rapida multiplicacion, esparcimiento intracelular, salida de la célula y traspaso de célula a célula. El
proceso de invasion es iniciado cuando Aggregatibacter actinomycetemcomitans hace contacto con
las microvellosidades de la célula huésped, este contacto produce una apertura solo observada en
células infectadas; por la cual el organismo penetra a la célula. sugieren que el receptor primario
para la invasion de Aggregatibacter actinomycetemcomitans corresponde a un receptor de
transferina. Algunos datos sugieren que las integrinas, proteinas transmembrana involucradas en la
adhesion de células eucarioticas a la matriz extracelular, podrian mediar la entrada del

Aggregatibacter, lo cual podria representar un segundo mecanismo de entrada. (30)

Toxina que provoca distension citoletal se encuentra presente en varios tipos de bacterias
patdgenas como: E. coli, Campylobacter jejuni, Shigella spp, H. ducreyi, y ha sido identificada en
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Estudios han demostrado que la toxina citoletal de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans causa distensién celular, mantiene a la célula en fase G2,

provoca un agrandamiento del nucleo y fragmentacion de la cromatina. Un estudio por Shenker et al
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demostro que los linfocitos eran significativamente mas sensibles a la toxina citoletal que otros tipos
celulares, sugiriendo que la toxina distensora podria tener una funcibn como un factor
inmunosupresivo. La toxina citoletal es producida gracias a 3 genes cdt A, B y C. La toxina
propiamente tal es responsabilidad del gen cdtB, mientras cdtA y cdtC producen proteinas que estan

relacionadas con la interaccion entre la toxina y la superficie celular de la célula hospedera. (31)

Terapia de las enfermedades periodontales

El tratamiento de la enfermedad periodontal consiste en la eliminacion de la inflamacion
gingival y los factores que la ocasionan. (Ejemplo, acumulacion de la placa favorecida por el
calculo y la formacion de bolsas, restauraciones inadecuadas y zonas de impaccion de alimentos.
Tratamiento sistémico parar resolver la lesion periodontal, combinada con la terapia local, esta
indicada en la periodontitis agresiva localizada y generalizada. En dichas anormalidades se
prescriben antibidticos sistémicos con el fin de suprimir por completo las bacterias que invaden los

tejidos gingivales y pueden repoblar la bolsa luego del raspado y pulido radicular. (32)

El uso te la terapia antibidtica en el tratamiento de una enfermedad periodontal es utilizado
como un coadyuvante del tratamiento mecanico convencional. El uso de antibiético presupone
adecuado diagndstico clinico, complejo tratamiento mecanico y analisis microbiolégico. El
tratamiento mecanico bien puede no eliminar posible patogenos, como Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, del area gingival. Los patdgenos pueden ser inaccesible a las
intervenciones mecanicas debido a la capacidad para invadir los tejidos periodontales o los tubulos
destinario (Adriaens y col 1988) o porque residen en sititos inaccesible para los instrumentos

periodontales. (33)
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La eliminacion o disminucion adecuada de las bacterias periodonto patdgenas en la
microbiota subgingival es esencial para la curacién periodontal. El desbridamiento radicular
mecanico es un requisito para controlar la infeccion periodontal, y la mejoria clinica posterior al
desbridamiento estd directamente relacionada con el grado en el cual los microbios patogenos
subgingival han sido eliminados. (34) Sin embargo, el desbridamiento mecanico subgingival
convencional no suele erradicar todas las bacterias periodontopatégenas del ecosistema subgingival.
(35) Los sitios con bolsas periodontales profundas, surcos, furca y concavidades son dificiles de
acceder con los instrumentos periodontales. Por lo tanto, las bacterias periodontales pueden
permanecer en esos sitios. Ademas, se han detectado bacterias periodontales en mucosa, lengua,
amigdalas y encia (36) desde donde pueden colonizar la placa dental. También P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans y espiroquetas son capaces de invadir las células gingivales epiteliales, el
tejido conectivo subgingival y los tabulos dentinarios. (37) Ademas, la mayoria de las especies
bacterianas residen en una biopelicula dentro de la bolsa subgingival, (9) y los microorganismos en
biopelicula son mas resistentes a la accion bactericida de los antibidticos, en comparacion con las
formas planctoénicas (30).Por lo tanto, el tratamiento de la enfermedad periodontal s6lo con agentes
antimicrobianos puede, con frecuencia, no ser suficiente, y debe realizarse habitualmente la
instrumentacion mecanica, para desorganizar la biopelicula y eliminar el grueso de los depdsitos

bacterianos previamente al tratamiento antimicrobiano.

Puede afirmarse, en general, que la antibioterapia sistémica puede mejora las condiciones
microbioldgicas y clinicas de los pacientes periodontontales en cierta circunstancia. La mono
terapia como antibidtica sistémicos como auxiliares del tratamiento periodontal mecanico puede
suprimir toda la carga bacteriana subgingival e inducir un cambio significativo en la microbiota

subgingival. Sin embargo la antibioterapia como con un solo antimicrobiano no pueden eliminar de
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manera  predecible a  microorganismos  periodontales  como Aggregatibacter

actinomycetemcomitans.

En un estudio realizado in vitro acerca de la susceptibilidad de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans a 7 diferentes antimicrobianos se observé que poseia una alta suceptibilidad
a las fluorquinolonas (ciprofloxacino, monofloxacino), buena suceptibilidad para la
ampicilina/sulbactam y doxiciclina, moderada suceptibilidad a la azitromizina. La mayoria de las

cepas estudiadas fue resistentes al metronidazol y a la roxitromizina. (39)

Un estudio in vitro acerca de la susceptibilidad de Aggregatibacter actinomycetemcomitans a
6 antibidticos utilizando cepas de tipo rugoso y liso, en su forma planktonica y simulando la
formacion de biopeliculas, demostro que el ciprofloxacino fue el mas eficaz de los atimicrobianos
utilizados, tetraciclina fue moderadamente eficaces, y ampicilina, eritromicina y cefalexina

obtuvieron los menores efectos antimicrobianos. (40)

Una revision de un eestudio clinico y microbioldgico sobre el efecto de diferentes
antimicrobianos realizado en pacientes con periodontitis agresiva generalizada, en el que
Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo b fue detectado en el 81.4% de los sujetos en
estudio, se encontr6 que la combinacion de metronidazol mas amoxicilina redujo significativamente
la presencia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, mientras que el metronidazol y doxiciclina

no redujo su namero significativamente. (41)
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Materiales y métodos.

El estudio fue pacientes que acudieron para diagnostico y tratamiento periodontal, en las
clinicas integral de la facultad de odontologia de la universidad Guayaquil, facultad Piloto de

Odontologia,

Criterios de Inclusién

Pacientes que acuden a la Clinica de Periodoncia de pre y post grado de la Universidad
Piloto de Odontologia Pacientes sanos, sin enfermedad periodontal; pacientes con enfermedad

periodontal que se encuentran en la fase inicial del tratamiento periodontal.

Criterios de exclusion

Pacientes que recibieran tratamiento antibi6tico en los Ultimos 6 meses; pacientes que estén
en tratamiento o consuman antisépticos bucales; pacientes que hayan recibido terapia de tipo

mecanica (destartraje o pulido radicular) en los ultimos 6 meses.

Obtencién de la muestra

A- Se tomo saliva de pacientes que acudieron a la Universidad Piloto de Odontologia, sin
considerar su condicion periodontal ni su estado de salud bucal, se les hizo juntar saliva y
depositarla en un tubo estéril para trasportarlas al laboratorio.

B- Otras muestras se obtuvieron del laboratorio de Microbiologia LIAN las muestras asi
obtenidas se seleccionaron para este estudio solo aquellas positivas para la presencia de
Aggregatibacter, donde se le realizaron test de susceptibilidad antibi6tica con dos metodologias
diferentes para comprar sus resultados, y se sometieron a PCR (Reaccién en cadena de

polimerasa).
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Procesamiento de las muestra de saliva en el laboratorio

Una vez llegadas las muestras de saliva al laboratorio se procedié a mezclar 200 umL de
saliva, en 5 ml de medio liquito TSBV, (tripticasa de soya, suero de caballo, bacitracina y
vancomicina) la cual se deja por 24 horas en el Agitador orbital a 37 ° C.Al cabo de este tiempo se
observoé el crecimiento de bacterias en el tubo, como se muestra en el Anexo figura #1. Luego se
procede a recolectar con un térula estéril a las muestras adheridas en la pared del tubo de vidrio, la
que posteriormente se siembra en un medio solido (TSVB). En una placa TSBV se incuban de 48 a
72 horas a 37°C en una estufa con 5% de CO,. Anexo2; luego se selecciona las bacterias de
diferentes morfologia con caracteristicas del A. actinomycetemcomitans que crecieron en la placa
de TSBV. Luego se selecciona y se vuelven a sembrar en agar TSVB A las 72 horas, posteriores se
realizo el analisis de morfologia macroscopica de colonias con el objeto a identificar la morfologia
caracteristica que presenta A. actinomycetemcomitans Anexo3 Posteriormente se realizd en el

termociclador el PCR de las colonias aisladas.

Una vez confirmada la presencia del A. actinomycetemcomitans, por medio del PCR, la
misma que sera sometida a susceptibilidad antibidtica. Para realizar los antibiogramas se utilizé el

agar Mueller Hinton, y se utilizaron sensidiscos utilizando los siguientes antibioticos.

Para realizar el antibiograma se tomaron 2 a 3 colonias aisladas previamente y se realiz6 una
suspension de NaCl al 0.9%, después se compard turbidez con el estandar Mc Farland 0.5 (método
utilizado para estandarizar la turbidez dentro de 15 minutos posterior al ajuste de turbidez se procede
a la inoculacion de las placas en el agar Mueller Hinton con una térula en tres direcciones

(realizando giros de 60°) por toda la placa, dejandose impregnar por 15 minutos. Posteriormente se
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aplicaron 5 sensidiscos (previamente refrigerados a +4°C.) para: Metronidazol, Amoxilinay

Clindamicina, separados cada 24 mm. (Del centro de un sensidisco al otro méas cercano).

Discusion.

Una limitacion de este estudio es en relacibn a la labilidad que presenta el
periodontopatogeno estudiado (de cultivo complicado), desde el sitio de toma de muestra hasta su
lugar de procesamiento en el laboratorio, por lo que parte de las muestras no fueron viables para

cultivo y antibiograma, sin embargo, fue posible su deteccidn y serotipificacion por PCR.

Una explicaciones podrian sugerir que los serotipos méas predominantes (a, b, ¢) posean una
frecuencia mayor que el resto de los serotipos, o presenten caracteristicas naturales que los hiciesen
mas resistentes a las defensas del hospedero, también podria tener relacion con factores de
virulencia especificos que permitan una ventaja en la colonizacion por sobre los serotipos menos

prevalentes.

En ninguna de las muestras presentes en este estudio fue posible aislar mas de un serotipo de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans desde un mismo individuo (100% prevalencia de un
serotipo por paciente positivo para Aa). Estos resultados concuerdan con el estudio de distribucién
de serotipos realizados en EEUU (21) y China (18), donde el nimero de serotipos encontrados por
paciente que solo poseian un serotipo fue de 87%, mientras el 10% correspondio a 2 serotipos y solo
3% poseian 3 serotipos. Un estudio realizado en Finlandia sobre la persistencia de colonizacion por
parte de una misma cepa de Aggregatibacter actinomycetemcomitans demostré que la colonizacion
inicial por un serotipo era marcadamente persistente, incluso después de realizar terapias quirdrgicas

y no quirdrgicas (se encontré mismo serotipo durante 10 afios de control). (33)
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Con respecto a la susceptibilidad antibidtica por serotipos, fueron realizadas con los
antibiéticos mas usados en el tratamiento de la enfermedad periodontal, observando un 100% de
resistencia antibidtica de todos los serotipos aislados para Metronidazol y Amoxicilina, las mismas

que resultaron susceptibles.

Conclusién.

Se determind la susceptibilidad antibiética de los serotipos encontrados por el método Kirby-

Bauer a Metronidazol, Amoxicilina.
Resultados.

Fueron examinados 72 pacientes pertenecientes a la clinica integral de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Guayaquil, de los cuales 22 muestras resultaron ser positivo

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, las misma que fueron sometidas a una antibiograma.

Grafico#1

METRONIDAZOL

fa)
\°J
SUSCEPTIBLE RESISTENTE NO AISLADA

Fuente: Laboratorio Lian
Autora: Cristina Flor

El Metronidazol resulto susceptible en 14 muestras y en 6 resistente
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Grafico #2

Amoxicilina

SUCEPTIBLE RESISTENTE  NO AISLADAS

Fuente: Laboratorio Lian
Autora: Cristina Flor

La Amoxicilina resulto susceptible en 18 muestras y resistente 3

CLINDAMICINA

U
SUSCEPTIBLE RESISTENTE NO AISLADAS

Fuente: Laboratorio Lian
Autora: Cristina Flor

La Clindamicina resulté susceptible en 11 muestras y resistente 10

Recomendaciones.

En este estudio se comprobo6 que la Amoxicilina es el antibiotico de eleccion, frente a una
periodontitis con la presencia de a. actinomycetamcomitan. Recomendando la combinacion de la

amoxicilina més metronidazol.
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