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RESUMEN

La enfermedad periodontal es una de las patologias principales en la consulta
odontolégica. La prevencion y el control de estas enfermedades es complejo por su
etiopatogenia tan variada. La acumulacion de placa bacteriana con microrganismos
agresivos como el Aggregatibacter actinomycetemcomitans es una de sus causas, por lo que
se debe evaluar productos de higiene bucal con eficacia antimicrobidtica que sean aptos y
seguros para el uso por parte de los nifios. El siguiente estudio experimental, in vitro,
comparativo cuanti y cualitativo midio el halo de inhibicién de crecimiento de la cepa pura de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans por parte de dentifricos y enjuagues de uso
pediatrico expendidos en la ciudad de Quito-Ecuador. Los dentifricos a utilizar fueron
Colgate Smiles, Denture Kids, Blendy de Blendax, --B Pro-Salud Stages, Aquafresh kids de
Aquafresh y los enjuagues pediéatricos fueron Colgate Plax Kids, Blendy con Xilitol y Denture
Kids. El cultivo de la cepa activada del Aggregatibacter actinomycetemcomitans fue
colocado con método de estriacion en cajas Petri con discos de papel estériles
embadurnados previamente con los productos de higiene bucal pediatricos. Se utilizé
clorhexidina al 0.12% en dentifrico y enjuague como control positivo y suero fisiolégico como
control negativo. Los resultados de las mediciones del halo fueron llevados a estudios
estadisticos con el programa SPSS. Los dentifricos pediatricos no mostraron halo de
inhibiciébn, mientras que el enjuague con cloruro de cetilpiridinio dio resultado positivo
conjunto con los controles positivos. El estudio concluye que existe una inhibicién aceptable
del producto con cloruro de cetilpiridinio sin embargo, la clorhexidina al 0.12% es aiun mas

eficiente contra esta cepa periodontal.

Palabras clave: odontopediatria, enfermedad periodontal, Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, dentifricos pediatricos, enjuagues pediatricos



ABSTRACT

Periodontal disease is one of the main pathologies in the dental practice. The
prevention and control of these diseases is complex because of its varied
etiopathogenesis. The accumulation of bacterial plaque with aggressive
microorganisms such as Aggregatibacter Actinomycetemcomitans is one of the
causes, and it is therefore necessary to evaluate oral hygiene products with
antimicrobial effectiveness that are safe and suitable for children to use. The following
in vitro, comparative, quantic and qualitative experimental study measured the growth
inhibitory halo of Aggregatibacter Actinomycetemcomitans pure strain by dentifrices
and pediatric mouthwashes sold in the city of Quito-Ecuador. The dentifrices to be
used were Colgate Smiles, Denture Kids, Blendax Blendy, Oral-S Pro-Salud Stages,
Aquafresh kids from Aguafresh and pediatric rinses were Colgate Plax Kids, Blendy
with xylitol and Denture Kids. The culture of the activated strain of Aggregatibacter
actinomycetemcomitans was placed in petri-boxes with a streaking method in sterile
paper disks previously smeared with pediatric oral hygiene products. Chlorhexidine
0.12% was used in dentifrice and mouthwash as a positive control and physiological
serum as a negative control. The results of the halo measurements were taken to
statistical studies with the SPSS program. Pediatric dentifrices showed no halo of
inhibition, while rinsing with cetylpyridinium chloride gave positive result set with
positive controls. The study concludes that there is an acceptable inhibition of the
product with cetylpyridinium chloride; however, chlorhexidine at 0.12% is even more
efficient against this periodontal strain.

Key words: pediatric dentistry, periodontal disease, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, pediatric dentifrices, pediatric rinses
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CAPITULO |

1.1 Introduccién

La enfermedad periodontal es reconocida por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), como la segunda patologia principal a combatir en la cavidad bucal. Se atribuye a la
inflamacién gingival en la nifiez y adolescencia temprana como un precipitador para la
enfermedad periodontal en adulto. Asi pues, sin una correcta intervencion, la inflamacion
gingival no destructiva de la nifiez puede progresar en enfermedades periodontales crénicas
en poblaciones adultas (Law, 2014) (OMS, 2017).

Las enfermedades periodontales son en su mayoria causadas por una incorrecta
higiene del paciente. Esto evita que se eliminen toxinas que, al aumentar en tamafio, se
convierte en una placa agresiva con el tejido gingival. Las bacterias de la placa se adhieren
rapidamente a la encia, infectadndola y causando una inflamacion e irritacion gingival (Harris
& Garcia, 2014).

En el nifio la enfermedad periodontal se caracteriza por la inflamacién de la zona
marginal que puede involucrar a la encia interpapilar, sin que necesariamente se dé la
pérdida de la adherencia epitelial. Clinicamente se observan cambios en el color, forma y
textura de la encia, existe edema, la superficie se torna lisa, con brillo y reduccién de su
puntilleo habitual. De igual forma, bajo leve presién o de forma espontanea la encia puede
presentar hemorragia (Juarez—Lopez, ML y cols, 2004) (Lindhe, 2009) (Carranza FA,
Sznajder NG, 1996).

Existen varias complicaciones que presentan los pacientes con enfermedad
periodontal a largo plazo como la perdida tejido gingival, sangrado, infecciones, irritaciones y
la mas peligrosa, la proliferacion de microorganismos muy agresivos como el

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, entre otros (Diaz, Yanez, & Melgar, 2012).

El Aggregatibacter actinomycetemcomitans posee gran numero de factores de
virulencia con multiples funciones como el permitir la colonizacion de la cavidad bucal,
invadir tejidos periodontales, evadir las defensas del huesped, iniciar la destruccion del tejido

conectivo y el interferir en la reparacion tisular (Raja, M y cols, 2014).

Los dentifricos y enjuagues bucales han sido la base para un cuidado bucal

satisfactorio, muchos de ellos con componentes terapéuticos contra microorganismos
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frecuentes en boca y pocos de ellos contra microrganismos mas agresivos. Los agentes de
cuidado bucal pediatricos, han sido elaborados con el propdésito de limpiar, fortalecer las
unidades dentarias y eliminar el mal aliento combatiendo las bacterias. Sus composiciones,

muy variadas, han sido modificadas para cumplir cada uno de sus propdsitos y objetivos.

Cada uno de los productos pediatricos contiene caracteristicas que han sido
evaluadas para poder recomendar el uso adecuado de los mismos. Los dentifricos son
constituidos por abrasivos, humectantes, espumantes, fijadores, saborizantes, colorantes,
conservantes y agentes terapéuticos como el xilitol, fluoruros, sales de estafio, triclosan, etc.
Con respecto al fltor, los niflos mayores de 7 afios pueden utilizar hasta 1.500pmm para
lograr una mayor eficacia contra la caries dental, para nifios mas pequefios se debe evaluar
el compromiso de una afeccion sistémica de fluorosis dental, por lo que la concentracion
debera ser mas baja con una recomendacién de 500ppm y del tamafio de una lenteja para
evitar la ingestion accidental hasta que el nifio escupa correctamente, entre los 3 a 5 afios
aproximadamente. Se debe recetar pastas sin su presencia para lactantes y estas, tampoco
deben contener abrasivos ni espumantes (Diaz, Yanez, & Melgar, 2012) (Harris & Garcia,
2014).

En cuanto a los enjuagues, su uso debe ser recomendado para nifios de corta edad
con especificaciones médicas. Dentro de su composiciéon se encuentra compuestos
cuaternarios de amoniaco, acido bérico y benzoico, compuestos fendlicos, que le otorgan un
sabor, color, olor y sensacion placentera. Existen algunos agentes terapéuticos que se han
adicionado a los enjuagues como el sulfato de zinc y clorhexidina como antiplaca, el alcohol
como desinfectante y los aceites esenciales como antiplaca y antigingivitis. Algunos de estos
agentes terapéuticos son de uso delicado en nifios, la clorhexidina por ejemplo, debe ser
vendida bajo prescripcién médica con una terapéutica controlada debido a sus efectos
adversos. En cuanto al alcohol, se lo ha vinculado con cancer de cavidad bucal y garganta y
un uso mayor de 5 a 10 onzas en un nifio con peso de 14kg podria ser hasta mortal. El
cloruro de cetilpiridinio (CPC) también es otro compuesto de amonio cuaternario, que se usa
como enjuague bucal con espectro de actividad antibacteriana y con efectos adversos muy

raros y poco frecuentes (Harris & Garcia, 2014).

Se conoce en su totalidad la composicion de los productos dentales, sin embargo
existen pocos estudios que evallen la actividad antimicrobiana de las pastas y enjuagues

dentales que son utilizadas habitualmente por los nifios.
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Con estos antecedentes esta investigacion tiene como meta evaluar, mediante
pruebas in vitro, la actividad antimicrobiana de pastas y enjuagues dentales pediatricos
comercializados en Quito - Ecuador frente a cepas de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans.
1.2 Justificacion

El Aggregatibacter actinomycetemcomitans es reconocido como uno de los
principales patégenos presentes en enfermedades periodontales como la gingivitis y
periodontitis agresiva, tanto en nifios, adolescentes y adultos (Gafan, 2004) (Fine D. , 2007)
(Fine D. H., 2013).

Estudios revelan que las madres con periodontitis cronica presentan cepas de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans desde la gestacién, las cuales, en algunos casos
especificos y son transmitidas a sus hijos causando enfermedad periodontal en ellos
(Machado, 2016) (Rego, 2007).

La odontopediatria brinda atencién a pacientes de corta edad y con diversidad
funcional que deben utilizar productos de higiene bucal que no sean téxicos y que no den

problemas en su salud al momento de ser deglutidos.

Estos pacientes al ser muy pequefios, o no tener la destreza manual correcta, tienen
una higiene bucal deficiente que conlleva a problemas periodontales y acumulaciéon de

biofilm bucal con bacterias propias del mismo (Naka, 2009).

Estas bacterias en pacientes adultos son combatidas eficazmente con productos a
base de clorhexidina al 0.12%, sin embargo, en pacientes pediatricos su uso es delicado. Se
debe tener precauciones por la toxicidad que puede darse al ser deglutidos, la capacidad de
sustantividad que tiene los tejidos para absorber el agente activo y liberarlo lentamente en un
periodo prolongado, la modificacion en la sensacion del gusto y la coloracién que pueden
adquirir las unidades dentales posterior a su aplicacion, entre otros efectos adversos
(Kadkhoda, 2015) (Harris & Garcia, 2014).

Teniendo estas razones como base de nuestra investigacion, vemos la necesidad de
encontrar productos pediatricos que inhiban el crecimiento de esta cepa bacteriana

presentes en enfermedades periodontales en nifios, para poder tomarlos en cuenta como
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recomendaciones terapéuticas para beneficio de pacientes de corta edad o con deficiencias

en su higienizacion.

Con el fin de descubrir la mejor opcidn terapéutica de los dentifricos y enjuagues
pediatricos expendidos en Quito contra la cepa de Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
se realiza el estudio experimental in vitro a través del cultivo de estas bacterias en cajas
Petri, en el laboratorio de bioquimica de la Universidad Central del Ecuador.

Los resultados de este estudio seran de vital importancia para los odontopediatras en
el caso de presenciar casos de pacientes con enfermedad periodontal y generar interés para

futuras investigaciones sobre este problema de salud bucal.
1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo general

Medir el halo de inhibicién bacteriana in vitro de la cepa pura de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, por parte de dentifricos y enjuagues bucales de
uso pediatrico expendidos en la ciudad de Quito-Ecuador, para comprobar su eficacia.

1.3.2 Objetivos especificos

e Determinar cuales son los dentifricos y enjuagues pediatricos vendidos en
autoservicios y farmacias en Quito.

e Comparar segun las medidas de los halos el efecto inhibidor de
crecimiento de la cepa de Aggregatibacter actinomycetemcomitans con los
dentifricos y enjuagues pediatricos de venta en Quito.

e Establecer estadisticamente si los dentifricos y enjuagues de uso
pediatrico, utilizados en la investigacion, presentan diferencias
significativas en los resultados obtenidos.

e Hallar el agente que pueda ser utilizado para prevenir una afectacion por
Aggregatibacter actinomycetemcomitans en pacientes pediatricos.

e Conocer cual de los dentifricos y enjuagues pediatricos puede ser utilizado
como mejor opcion terapéutica ante un infeccién de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans en la poblacion.
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1.4 Hipotesis
1.4.1 Hipo6tesis de Investigacion (Ha)

Hi: La inhibicién o no del crecimiento de la cepa pura de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans por parte de los productos de higiene bucal

pediatricos.

Ha: Los dentifricos pediatricos con presencia de xilitol, monoflourfosfato de sodio
900ppm y 1100ppm tendran mayor efecto antimicrobiano que los dentifricos con sorbitol y
menor cantidad de fluoruros para contribuir con la inhibicién de

Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Ha: Los enjuagues pediatricos con presencia de xilitol y monoflourfosfato de sodio de
250ppm tendran mayor efecto antimicrobiano que los enjuagues con cloruro de cetilpiridinio y
fluoruro de sodio.



CAPITULO Il

2. Marco Teorico
2.1 Periodonto de la denticion primaria

El periodonto en la denticion normal primaria tiene caracteristicas distintas al de los
adultos. Sus tejidos son de color rosa mas palido y la capa queratinizada es delgada por lo
que se puede observar los vasos sanguineos. El puntillado gingival aparece
aproximadamente a los 3 afios de edad y este ha sido reportado en la mitad de nifios entre
los 3 a 10 afios, sin diferencia entre los arcos maxilar y mandibular o entre mujeres y varones
(Law, 2014).

El periodonto de la denticibn normal primaria se constituye en la encia interdental, el

surco gingival y la encia adherida, cada una de ellas con caracteristicas Unicas.

La encia interdental toma la forma de la denticién primaria, siendo esta mas ancha
hacia vestibulolingual y estrecha en mesiodistal, en cuanto a su estructura y composicion es
parecida a la encia en el adulto. Con respecto al surco gingival, su profundidad es menor en
la denticién primaria, al sondaje tenemos 1 a 2 milimetros con un incremento de profundidad
de las unidades anteriores hacia las posteriores. La encia adherida tiene un diametro de 3 a
6 milimetros, siendo en superficies bucales menos ancha de adelante hacia atras y en
superficie lingual aumenta de adelante hacia atras, inversamente. En la transicién de la
denticion de primaria a la permanente, el ancho de la encia adherida aumenta. El epitelio de
union es mas grueso en denticion temporal por lo que se va reduciendo paulatinamente la

permeabilidad a las toxinas bacterianas (Law, 2014).

20
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Existen cambios periodontales asociados con el desarrollo normal, la mayoria ocurren
durante la erupcion y son de naturaleza fisioldgica, los cuales deben diferenciarse de la
enfermedad gingival. Se deben distinguir cambios en la encia durante la erupcién dental,
dientes anquilosados, durante la exfoliacion de dientes primarios, cambios relacionados con

maloclusiones y problemas mucogingivales (Law, 2014).
2.2 Enfermedad periodontal

La enfermedad periodontal es una patologia caracterizada por la infeccién e
inflamacioén de distintas estructuras que soportan los dientes. A las enfermedades
periodontales se las reconoce como infecciones con bacterias que juegan un papel
importante en su desarrollo. Una continua acumulacién de placa dental causa el desequilibrio
entre especies patégenas y los mecanismos de defensa del huesped, produciendo asi la
inflamacién gingival. Una incorrecta higiene bucal, esta frecuentemente asociada con la alta
prevalencia de enfermedad periodontal y puede determinar la gravedad de la misma
(Calvaca, 2009).

Las enfermedades periodontales son infecciones de bacterias especificas que
interactGan por la acumulacién continua de placa dental creando un desbalance entre las

especies patogénicas y los mecanismos de defensa del huesped (Campos, 2016).

Las alteraciones previamente mencionadas comprometen al periodonto con sus
multiples componentes: al tejido gingival, ligamento periodontal, cemento, hueso alveolar y

tejido de soporte de estructuras dentarias (Bozdogan, E. y cols, 2016).

Bajo este concepto, se clasifica en dos afectaciones con caracteristicas particulares
que tienden a ser nocivas en estructuras que rodean a los dientes, como son la gingivitis y la
periodontitis. La gingivitis es una afectacion localizada en la encia marginal, que presenta
gingivorragia como principal manifestacion clinica. Al describir la periodontitis se detalla una
afectacion mas profunda que involucra tanto a las encias como a tejidos de sostén de las

unidades dentarias (Ortega, 2016).

Se describe a las periodontitis como un conjunto de patologias de naturaleza
inflamatoria y etiologia infecciosa producidas por el biofilm patogénico subgingival. (Diaz-
Zufiga J y cols., 2012) A su vez, se la describe como una patologia con etiologia
multifactorial, siendo el biofilm y el factor bacteriano de gran importancia para su aparicion
(Ramos D y cols, 2010) (Ramos, 2011).
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2.2.1 Etiopatogenia

La etiopatogenia de la enfermedad periodontal es de multiples causas, se describe a
la combinacién de factores ambientales y la predisposicién genética del huesped como
moduladores de condiciones. También se hace referencia como causal de la enfermedad
periodontal a la virulencia del patégeno, la respuesta inmunol6gica del huesped y la funcion
metabdlica de tejidos conjuntivos (Ortega, 2016) (Caridad, 2011).

Los microorganismos inicialmente colonizan la boca desde el nacimiento de un nifio
mediante la transmision natural de la madre, y posteriormente, provienen de la atmosfera,
alimentos, contacto humano u otro tipo de contacto como es el caso de mascotas. Cuando
empieza la erupcién dental y la pieza emerge en la cavidad bucal, el 6rgano formador del
esmalte se deprende y es diferido por enzimas bacterianas y salivales, quedando el esmalte
expuesto a saliva y microbiota bucal normal. Sin embargo, el continuo depésito de placa
dental bacteriana supragingival en las zonas contiguas al surco periodontal favorece la
sustitucion de microrganismo saprofitos de la cavidad bucal por microrganismos de gran
virulencia, agresivos, generalmente gram negativos y espiroquetas que determinan el inicio

de la enfermedad periodontal en el paciente (Caridad, 2011) (Harris, 2001).

La complejidad de la etiopatogénesis de la enfermedad periodontal, involucra tanto la
susceptibilidad del huesped como el desafio bacterial (Campos, 2016). En cuanto a
bacterias, se conoce que es formado por un grupo especifico, principalmente compuesto de
microrganismos gram negativos y anaerobicos, los cuales inician y progresan en la

inflamacién periodontal (Cavalca, 2009).

En un principio, se evidencia la inflamacién de la zona circundante al diente, donde se
ha colonizado los gérmenes con alta virulencia como un proceso de respuesta inmune.
Posterior a la inflamacion, se activan lineas de defensa del huesped como liberacion de
mediadores inflamatorios y linfocitos polimorfonucleares como respuesta del tejido conectivo

frente a la agresion (Kolenbrander, 2000).

Existen casos en los que la defensa inmunolégica del huesped no logra limitar la
invasién microbiana y ocurre la destruccion de tejidos, apareciendo asi la bolsa periodontal.
Por la profundidad y localizacion de la bolsa, ocurre una transformacién de los

microrganismos de aerobios a anaerobios para su supervivencia, lo cual cambia la poblacién
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microbiana bucal, siendo esta hueva mucho mas agresiva. (Escudero, Perea, & Bascones,
2008).

Los datos en el Ecuador sobre la prevalencia de la enfermedad periodontal en nifios
son escasos, sin embargo las manifestaciones clinicas de la enfermedad periodontal se
presentan desde primera infancia. Diversos estudios a nivel mundial muestran una tendencia
creciente de patologias periodontales. Garcia (1990) advierte que méas del 80% de escolares
presenta gingivitis, Glickman y sus colaboradores (1994) refiere que el 98& de la poblacion
de nifios americanos entre 1 a 14 afios presenta algun tipo de enfermedad periodontal.
Cifras de regiones cercanas y poblaciones similares a la ecuatoriana se presentan de
Colombia y México. Angarita y Mejia en el 2000, muestran una prevalencia del 85% en
nifios colombianos de 5 a 14 afios de edad. En México, Orozco y colaboradores en el 2002,
observa alteraciones periodontales en 44% de escolares y Juarez-Lépez (2004) el 70% de
alteraciones periodontales en preescolares (Garcia, 1990) (Glickman, 1994) (Angarita BP,
Mejia AC, 2000) (Orozco y colaboradores, 2002) (Juarez—Lépez, ML y cols, 2004).

La prevalencia de la gingivitis es baja en afios de preescolares, aumenta en la nifiez y
alcanza su maximo en la adolescencia. Debido a que el aumento de gingivitis no aumenta
con gran cantidad de placa, existen otros factores que influencian en su desarrollo (Law,
2014) (Demir T, Orbak R, Tezel A, Canakc V, Kaya H, 2009).

2.2.2 Factores de riesgo de enfermedad periodontal

Los factores de riesgo de la enfermedad periodontal, son muy variados y se pueden
clasificar dentro de los que pueden ser modificados y los que no son modificables. Asi, se
menciona a los verdaderos factores de riesgo, los indicadores de riesgo, los determinantes y

los predictores del riesgo (Escudero, Perea, & Bascones, 2008).

Dentro de los modificables tenemos el habito de fumar y los malos habitos de higiene
bucal, mientras que en los no modificables se presentan a los pacientes con enfermedades
cronicas como la diabetes mellitus, la predisposicion genética, la edad, sexo, raza, nivel
socioeconomico o cambios hormonales en adolescencia. Se menciona también los factores
relacionados con microrganismos presentes en cavidad bucal. Los patégenos periodontales
que mas riesgo presentan son: “Porphyromona gingivalis, Tannerella forsythia y

Aggregatibacter actinomycetemcomitans” (Alvear FS, 2010).
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2.2.3 Susceptibilidad del huésped

La predisposicion de algunos pacientes por desarrollar la enfermedad periodontal,
muestra por la capacidad de respuesta 0 no respuesta frente a una agresion bacteriana, es
uno de los factores que mas importancia tienen en la etiopatogenia de esta patologia. La
aparicion y desarrollo de la enfermedad periodontal dependera de la capacidad del huesped
a defenderse y estara asociado con factores genéticos y ambientales. Algunos de los
factores que afectaran la susceptibilidad del huesped son el consumo de cigarrillo, el estrés y
lo que se conoce como el “quorum sensing” (Escudero, Perea, & Bascones, 2008) (Alvear
FS, 2010).

El Quorum sensing es un sistema de comunicacion que existe entre las bacterias y

que regula la expresién de los genes con respecto a la densidad celular (Pillaca, 2016).

Se describe en esta comunicacion a la biopelicula, la cual es una capa con densidad
poblacional baja, que crecen asintomaticamente. Su presencia no es percibida hasta que se
desarrolle y su concentracion sea elevada. Asi, se permite un gran desarrollo de la pelicula
antes de ser diagnosticada. Una vez se ha incrementado la densidad bacteriana, se produce
la liberacién de un polimero para permitir la uniéon de estos patdégenos con tejidos vitales.
Esto da como resultado una resistencia del biofilm dificil de controlar y no efectiva al uso de

antimicrobianos (Pillaca, 2016).
2.2.4 Formacién de la placa bacteriana o biofilm

La formacion de la placa bacteriana es el resultado de una serie de procesos
complejos que involucran algunos componentes bacterianos de la cavidad bucal del
huesped. Estos procesos inician con la formacién de la pelicula adquirida que recubre la
superficie dentaria, para que esta no se encuentre en contacto directo con la cavidad bucal.
La pelicula adquirida es una capa acelular, principalmente conformada por glucoproteinas
gue ocupa los espacios microscopicos de las imperfecciones de la superficie dental y de la

desmineralizacion &cida (Harris, 2001).

Al realizar una profilaxis se retira esta pelicula, sin embargo vuelve a formarse
inmediatamente y se la encuentra restructurada, condensada, madura y con producto
bacteriano nuevamente en una semana. La colonizacion de la pelicula adquirida sirve como

nutrientes para las bacterias ya que ellas degradan por medio de las colagenasas
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bacterianas, a las proteinas salivales abundantes en prolina liberan péptidos y aminoacidos y
se puede potencializar el crecimiento de microrganismo como los actinomicetos y

espiroquetas, por medio de las mucinas salivales. Se conoce que algunas glucoproteinas de
la pelicula sirven como receptores de proteinas bacterianas de fijacion las cuales contribuyen

con la adhesion bacteriana al diente (Harris, 2001).

La pelicula adquirida ha sido estudiada por tener varias funciones beneficiosas como
la proteccion de la superficie del diente por un desgaste excesivo, restriccion de difusion de
sustancias nocivas, inhibicién de adhesién de patégenos extrafios especificos y el favorecer

la colonizacién de microrganismos protectores (Harris, 2001).

Una vez formada la pelicula adquirida, se inicia en dos horas la formacién de la placa
dental y con ella la colonizacidon de las bacterias con apoyo de nutrientes de la saliva y
alimentos del huesped. Para que la placa duplique su masa se requiere cerca de dos dias,
cambia en los primeros cuatro a cinco dias y se la considera estable alrededor del dia
veintiuno. El incremento de su grosor se limita segun la difusion del oxigeno hacia las
poblaciones que estén colonizando, asi se explica como los anaerobios facultativos

sobreviven en la profundidad de la placa dental (Harris, 2001).

Debido a que los microrganismos suelen ser retirados de los dientes durante la
masticacion de alimentos, por movimientos de la lengua, cepillado de las unidades dentarias,
barrido con enjuagues bucales y otras actividades de higiene bucal, las bacterias en la
cavidad bucal se acumulan en ambientes aislados. Los microrganismos se ubican en sitios
donde no puedan verse afectados, como en fisuras oclusales, superficies apicales al punto

de contacto entre los dientes adyacentes y el surco gingival (Harris, 2001).

La acumulacion de la placa dental o biofilm esta determinada por multiples factores
como el desplazamiento mecanico, estancamiento, disponibilidad de nutrimentos,
interacciones entre los microrganismos y los sistemas inflamatorios e inmunitarios del
huesped (Harris, 2001).

El biofilm es una pelicula adherente, pegajosa e incolora desarrollada
constantemente en los dientes, formado por la acumulacion de agentes microbianos
complejos acompafiados de azlcares. La pelicula se forma por la interaccion de bacterias
que producen un nicho ecoldgico el cual favorece el crecimiento y la supervivencia de

especies proteoliticas anaerobias, otorgando asi condiciones apropiadas para el desarrollo



26

de enfermedades en encias, carie dental y puede endurecerse si no se la retira
constantemente formando célculo dental (Caridad, 2011).

El biofilm est4 conformado en un 75% de glicocdlix, organizado en forma de colonias
adheridas a distintas superficies, polimeros bacterianos extracelulares, productos salivales y
exudado gingival, los cuales le dan su composicion Unica, diversa 'y compleja (Perez, 2013).

La formacion del biofilm fue observada la primera vez por Antoni van Leeuwenhoek
en 1963, quien describié su composiciébn como un acumulo de restos de comida, depdsitos
blandos y microrganismos. Afios después, Black describié a la placa dental por su aspecto
gelatinoso y blando. Actualmente se describe su formacion en cuatro fases o estadios que
describen tanto su aparicion como caracteristicas especificas de cada una de ellas (Enrile &

Fuenmayor, 2010).

En el primer estadio o fase |, se detalla la formacion de la biopelicula sobre la
superficie limpia de la pieza dental, compuesta por glucoproteinas y anticuerpos. Esta
pelicula adquirida modifica la carga y la energia de la superficie dental favoreciendo asi a

posterior adhesién bacteriana (Enrile & Fuenmayor, 2010).

Gréfico 1. Primer estadio o fase | de formacion del biofilm

Fuente: Enrile, Francisco; Fuenmayor, Enrique. Manual de higiene bucal. Edit Panamericana. 2010 (Enrile &
Fuenmayor, 2010, pag. 3)

En el segundo estadio o fase I, se detalla la adhesion de bacterias especificas a la
biopelicula. Los primeros colonizadores que se describen son Streptococcus y
posteriormente se suman especies bacilos gram positivos que a interaccionar con otras
bacterias, aumentan su cantidad y forman estructuras complejas en forma de mazorca de

maiz (Enrile & Fuenmayor, 2010).
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Grafico 2. Segundo estadio o fase Il de formacién del biofilm

Fuente: Enrile, Francisco; Fuenmayor, Enrique. Manual de higiene bucal. Edit
Panamericana. 2010 (Enrile & Fuenmayor, 2010, pag. 3)

En el tercer estadio o fase lll, se produce la multiplicacion bacteriana, en este estadio
predominan microrganismos con formas filamentosas gram positivas como los Actinomyces
sp. (Enrile & Fuenmayor, 2010).

Gréafico 3. Tercer estadio o fase Il de formacion del biofilm .

Fuente: Enrile, Francisco; Fuenmayor, Enrique. Manual de higiene bucal. Edit Panamericana. 2010 (Enrile &
Fuenmayor, 2010, pag. 3)

En el cuarto estadio o fase IV se produce la coagregacion de nuevas especias
bacterianas por las condiciones que la fase Il otorga. En esta etapa se produce la adhesion
de Veillonella sp, Fusibacterium sp. y otras bacterias gram negativas (Enrile & Fuenmayor,
2010).

Grafico 4. Cuarto estadio o fase IV de formacion del biofilm.

Fuente: Enrile, Francisco; Fuenmayor, Enrique. Manual de higiene bucal. Edit Panamericana. 2010 (Enrile &
Fuenmayor, 2010, pag. 3)

La acumulacion bacteriana inicial en el biofilm se da por medio de distintos tipos de
adhesion especifica que posee la superficie celular. Se clasifica a los posibles mecanismos
moleculares de la adhesion bacteriana como: a) interacciones hidréfobas, b) enlaces de

calcio, c) polisacaridos extracelulares y d) apéndices superficiales (Harris, 2001).

La adhesion mediante enlaces hidréfobos, se forma entre las cadenas laterales de los
aminoacidos fenilalanina y leucina y moléculas vinculadas a la pared celular de los
microrganismos como la glucosiltransferasa de los estreptococos, la cual es una enzima que
convierte la porcion glucosa en un polisacarido extracelular permitiendo la union de la
bacteria con la pelicula adquirida (Harris, 2001).
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Los enlaces de calcio con carga positiva unen a las superficies de la célula bacteriana
con la pelicula adquirida ambos con carga negativa. Al ser reconocido como una union débil
de facil desgarre, se cree que la formacion de enlaces de calcio tiene importancia
Unicamente durante el inicio de la placa (Harris, 2001).

El mecanismo de adhesion que utilizan algunos microrganismos como los
estreptococos, es el sintetizar polisacaridos extracelulares por medio de la enzima
glucosiltransferasa. Al sintetizar glucano y unirlo con puentes de hidrogeno se obtiene la
adhesion bacteriana, que posteriormente son sepultadas por produccion de glucano
adicional (Harris, 2001).

Por ultimo, como mecanismo de adhesién algunas bacterias presentan apéndices o
fimbrias, las cuales en su superficie contienen adhesina que enlaza los componentes
sacaridos de las glucoproteinas mediante puentes de hidrégeno de la pelicula adquirida

facilitando la colonizacién bacteriana (Harris, 2001).

Se reconoce a mecanismos de adhesion bacteriana durante la formacién de la placa
dental descritos anteriormente, como los mas probables, sin embargo se carece aln de
evidencia sobre las verdaderas moléculas de enlace en la placa dental o entre la placay la

superficie dental (Harris, 2001).

Segun Enriele & Fuenmayor (2010), “al aumentar el espesor la difusiéon hacia adentro
y fuera de la biopelicula es cada vez mas dificil su remocion”, el espesor de esta pelicula
otorga las condiciones anaerobias por recubrimiento de capas que disminuye el oxigeno lo

cual permite la variabilidad de especies bacterianas (Enrile & Fuenmayor, 2010).

Se reconoce asi que el biofilm estd compuesto por distintas bacterias causantes de
enfermedades y que su acumulacion incontrolada esté& asociada directamente con caries y

enfermedades periodontales como la gingivitis y periodontitis (Perez, 2013).

El control del biofilm es arduo debido a que se lo asocia con multiples procesos
infecciosos de transcurso y formacion lenta. En sus zonas mas profundas se concentran
microrganismos organizados en capas mas densas que forman una matriz de polisacaridos
unidos a otros materiales organicos e inorganicos, por lo que su remocion es aun mas dificil
(Perez, 2013) (Enrile & Fuenmayor, 2010).

La etiologia de las enfermedades periodontales es altamente compleja y las

propiedades tanto fisicas y quimicas de las bacterias facilitan su unién con la pelicula
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adquirida por lo que una efectiva y eficiente higiene bucal es el medio mas recomendado
para controlar la poblacién microbiana del biofilm. La eliminaciébn mecéanica de la placa dental
por medio del cepillado dental, uso de hilo dental y otros auxiliares de higiene interdental es
el mecanismo de control primario més efectivo para la prevencion y el control de las

enfermedades periodontales (Rizwana, 2013).

La placa dental ha sido reconocida como factor etiologico en el desarrollo de las
enfermedades periodontales, como la gingivitis. El control de su formacion desde la nifiez,
evitara la alta frecuencia y gravedad de problemas periodontales e adultos. Sus
manifestaciones clinicas primarias se observan con hemorragia facil con el uso de hilo dental
0 suave presion con el cepillado, sin embargo no se observa cambios de color o de forma del
tejido gingival. Estas reacciones muestran la respuesta inflamatoria de capilares con junto

con excreciéon de elementos celulares y suero (Contreras C, Vasquez MP y Maita LM, 2008).

En nifios se puede prevenir el crecimiento del biofilm y la aparicién de enfermedades
periodontales mediante un cepillado correcto, utilizando dentifrico y enjuagues adecuadas a
la edad que contengan diferentes tipos de antibacteriales. De igual manera se debe enjuagar

las prétesis y aparatos de ortopedia con antisépticos recomendados (Colgate, 2014).
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2.2.5 Clasificacion de la enfermedad periodontal

Enfermedad periodontal en

ninos y adolescentes
I

Gingivitis Periodontitis

Agresiva

Generalizada

Localizada

Gréfico 5. Clasificacion de la enfermedad periodontal.

Elaborado por: Dra. Ana Maria Cabezas

2.2.5.1 Periodontitis Agresiva

La periodontitis agresiva es considerada como una patologia menos frecuente, sin
embargo es severa y de rapida progresion, se caracteriza por tener una iniciacién temprana,
usualmente en incisivos y primer molar definitivo y tiene propension al contagio familiar
(Shaddox LM y cols, 2012).

Esta es una enfermedad con poca frecuencia, comparada con la periodontitis cronica
y se caracteriza por tener una evolucion mucho mas acelerada y ocasionar una destruccion
importante de los tejidos de sostén (Newman, 2004).
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2.2.5.1.1 Periodontitis Agresiva Localizada

La periodontitis agresiva localizada, ocurre con mayor prevalencia en pacientes
adolescentes, se caracteriza por una hiper respuesta a la infeccién bacteriana (Newman,
2004).

Su afectacién es directa y localizada en los tejidos de insercién abarcando uno o dos
dientes (Lindhe, 2009).

2.2.5.1.2 Periodontitis Agresiva Generalizada

La periodontitis agresiva generalizada se presenta en distintas edades poblacionales,
usualmente en pacientes con deficiencias en su sistema inmune que lo predisponen sufrir
una amplia destruccién de tejidos y estructuras y de la zona de sostén del diente (Newman,
2004).

Su afectacion se caracteriza por la extension en las lesiones, siendo superior al 30%

de unidades dentarias, considerando incisivos y primeros molares (Lindhe, 2009).

2.2.5.2 Enfermedades gingivales de la nifiez

La enfermedad mas comun tanto en nifios como en adolescentes es la gingivitis, la
cual afecta hasta a un 70% de nifios mayores de siete afios. La principal caracteristica de
esta patologia es que la inflamacion se limita a encia marginal, con leve e indetectable
perdida de hueso o de insercién de tejido conjuntivo. La principal etiologia de esta patologia
se la atribuye a la placa dental asociada con una higiene bucal deficiente. La gingivitis tiene
una alta prevalencia en la poblacion infantil sin embargo su severidad no es tan grave como
en los adultos (Law, 2014).

La gingivitis es causada por la acumulacion de placa bacteriana como resultado de
una ineficiente higiene bucal, en la cual los tejidos se inflaman por respuesta directa de las
bacterias presentes. La gingivitis consta como una condicién reversible, pero su inflamacion
puede, en algunos casos, preceder a la periodontitis. Se han revelado entre 10 a 15 especies
de patégenos periodontales entre los que mas prevalecen son Porphyromonas gingivalis,

Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Tannerella forsythensis. Estos tres patégenos
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periodontales han sido asociados con la placa sobre el primer molar permanente inferior de

nifios sin distinguir entre su etnia o su nivel socioeconémico (Gafan, 2014).

2.2.6.1 Caracteristicas clinicas y microbioldgicas de la enfermedad

gingival en nifios

Las caracteristicas clinicas de la enfermedad gingival son el cambio de color, tamafio,
consistencia y textura de tejidos, con una inflamacioén roja y lineal acompafiada de aumento

de la vascularizacion e hiperplasia de los tejidos (Law, 2014).

En cuanto a la microbiologia de la enfermedad periodontal, se debe tomar en cuenta
que la composicion de la microflora bucal cambia conforme el nifio madura, por lo que al
analizar muestras de placa dental en nifios se encuentran distintos patégenos periodontales
(Law, 2014).

Actualmente se reconoce una variada asociacion de patégenos periodontales, que se
han clasificado segun Ortega (2006) en ampliamente asociados y moderadamente asociados

como se muestra en el cuadro a continuacion (Ortega, 2016).

2.2.6.2 Patégenos periodontales

Tabla 1. Especies bacterianas asociadas a la periodontitis: clasificacion de ampliamente y moderadamente
asociadas.

Especies bacterianas asociadas a la periodontitis
Ampliamente asociadas Moderadamente asociadas

Actinobacillus /Aggregatibacter .
actinomycemcomitans Fusobacterium nucleatum
Porphyromonas gingivalis Prevotella nigrescens

Prevotella intermedia Streptococcus intermedius
Bacteroides forsythus Peptostreptococcus micros
Treponema denticola Eikenella corrodens
Campylobacter rectus Eubacterium sp
Capnocytophaga sp.

Fuente: Ortega, P. La enfermedad periodontal, concepto, causas y tratamientos 2016 (Ortega, 2016).

Elaborado por: Ana Maria Cabezas E
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El microorganismo en 1912 fue aislado por primera vez por Klinger, pero afios
mas tarde, recién en 1929 Wilson lo denomino  Actinobacilus
actinomycetemcomitans. Tras varios estudios de su ADN, se comprobd una similitud
importante en cuatro bacterias, entre ellas el Actinobacilus actinomycetemcomitans
quienes pasaron a conformar un nuevo género llamado Aggregatibacter, de aqui su
denominacion actual Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Ramos D y cols,
2010) .

Aggregatibacter actinomycetemcomitans ha sido reconocido en la cavidad bucal
desde temprana edad en la infancia, relacionada principalmente con periodontitis agresiva y
también con periodontitis crénica. Se han reportado estudios sobre la capacidad del
Aggregatibacter actinomycetemcomitans para invadir el endotelio coronario y su presencia
en la placa aterosclerética (Bozdogan, E. y cols, 2016; Ishihara K y cols, 2004; Nakano Ky
cols, 2009; Haraszthy VI y cols, 2000; Padilla y cols, 2006).

Estudios en nifios entre 2 y 18 afios, muestran que la relacion entre la enfermedad
gingival con microrganismos como la Porphyromona gingival y el Actinobacilus
actinomycetemcomitans es de 60% y 75%, respectivamente. La Porphyromona gingival se la
relaciona con el progreso de gingivitis y la periodontitis en nifios sanos, mientras que el
Actinobacilus actinomycetemcomitans se encuentra en mayor cantidad en niveles
subgingivales en gingivitis y periodontitis en nifios (Morinushi T, Lopatin DE, Van Poperin N,
Ueda Y, 2000).

El estudio realizado por Calvaca y colaboradores (2009), midié6 muestras de
biopeliculas gingivales en nifios para evaluar que patdégenos estan asociados con la
inflamacion gingival y el indice ceo, encontrando que la presencia de Streptococcus mutans
fue del 71,9% con un indice ceo de 6,68. En cuanto a los patdégenos periodontales se
encontré que nifios con hemorragia media y alta por enfermedad periodontal se presentaba
la Porphyromonas gingivalis en un 99,0%, la Tannerella forsythia en un 58,7%, la Prevotella
intermedia en un 58,2%, el Aggregatibacter actinomycetemcomitans en un 41,3% vy el

Campylobacter rectus en un 40,8% (Calvaca, 2009).

Al realizar un andlisis epidemiolégico de la prevalencia de patdégenos periodontales
clasificandolos segun la edad de la poblacién a estudiar, Cortelli y colaboradores (2008)

hallaron que cada uno de los patégenos tiene mayor o menor concentracion en distintos
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tejidos de la cavidad bucal como en el surco gingival, las mejillas y la lengua y en distintas
edades de los pacientes. Determinaron que Campylobacter rectus se encuentra tanto en el
surco como en mejillas y lengua y esta presente en todas divisiones de edad desde recién
nacidos hasta adultos mayores. Las Porphyromonas gingivales se las encontré en mayor
cantidad en el surco gingival, asociandolas con presencia de dientes y siendo directamente
proporcional con periodontitis en mayores de 19 afios. A la Prevotella intermedia y a la
Tannerella forsythia se las encontrd en todos los tejidos de todos los pacientes, a la primera
en mayor cantidad en pacientes entre 6 a 12 afios y la segunda con altas concentraciones
entre los 0 y 4 meses de edad y los 2.5 a 5 afios, aumentando alin mas entre los 6 a 12
afos. Por ultimo, al Aggregatibacter actinomycetemcomitans se lo reconoce como un
patdgeno putativo en periodontitis agresiva, presente en lengua, mejillas y surco gingival, con
un 28% mAas en surco gue otros patdgenos y se lo encuentra esporadico, con un 20% de
hallazgo pero esta presente en todos los grupos de edad desde los 0 meses hasta los 55
afios (Cortelli, 2008).

El estudios de Diaz y colaboradores (2012), refiere como las bacterias periodonto
patdgenas a las Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans las
cuales pueden causar dafio en estructuras periodontales directamente por medio de los
factores de virulencia que estas poseen. Se describe asi factores de virulencia de la
Porphyromonas gingivalis como la fimbria, lipopolisacaridos y la capsula bacteriana, y los
factores del Aggregatibacter actinomycetemcomitans como la leucotoxina A, toxina
distensora citoletal (Cdt) y los lipopolisacaridos. Cada uno de sus genotipos y serotipos
producen respuestas inmuno inflamatoria distintas que producen patogenicidad y determinan

caracteristicas clinicas especificas de la enfermedad (Diaz, 2012).

El estudio realizado por Gafan y colaboradores (2014), de prevalencia de patégenos
periodontales en placa dental en nifios de muestra que Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Tannerella forsythensis como los principales
agentes etiologicos de la enfermedad periodontal. Los porcentajes de prevalencia que
obtuvieron en esta investigacion fueron de Porphyromonas gingivalis un 49%,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 55% y Tannerella forsythensis 65% en pacientes
sin presencia de gingivitis, y de Porphyromonas gingivalis un 47%, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans un 59% y Tannerella forsythensis un 45% en pacientes con
presencia de gingivitis. Esta investigacion evidencia un aumento de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans en pacientes con presencia de enfermedad periodontal. La
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presencia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans en nifios de 0 a 2 afios fue detectado

entre el 40% a 50% de poblaciones estudiadas y de un 58% en nifios entre 5 a 9 afios
(Gafan, 2014).

Se ha determinado al Aggregatibacter actinomycetemcomitans como un patégeno
putativo para la periodontitis agresiva localizada, sin embargo, se lo encontré
esporadicamente en el surco, lengua y mucosa de mejilla en 28% de los pacientes todos los
grupos de edad sin diagnostico especifico de esta patologia (Cortelli, 2008) (May AC, Ehrlich

RL, Balashov S, Ehrlich GD, Shanmugam M, Fine DH, Ramasubbu N, Mell JC, Cugini C,
2016).

La colonizacion del Aggregatibacter actinomycetemcomitans se da en edades
tempranas desde los 0 a 4 meses y avanza desarrollo con la edad como muestra el estudio

de Cortelli (2008), se ejemplifica en el grafico de barras tomado del autor (Cortelli, 2008).
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Gréfico 6. Colonizacion temprana de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Tomado de: Cortelli, JR, Etiological Analysis of Initial Colonization of Periodontal Pathogens in Bucal Cavity,
(Cortelli, 2008)

El estudio de Lamell y colaboradores (2004) asocia a la Porphyromonas gingivalis y al
Aggregatibacter actinomycetemcomitans como patdgenos de factores de riesgo para la
periodontitis de inicio temprano y han sido detectados en un tercio de los nifios
aparentemente sanos. Los dos patdgenos fueron detectados en el 48% de la muestra de
niflos de todas las edades, sugiriendo asi una adquisicion inicial muy temprana. A controles
posteriores se evalud la permanencia de ambas especias sin cambios en nuevo muestreo

manteniéndose estables hasta finales de la adolescencia (Lamell, 2004).
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Dado que el proceso de colonizacion bacterial se da en estadios tempranos de la
vida, es importante es importante que se identifique que nifios necesitan tratamientos
bucales mas efectivos para poder minimizar el riesgo de enfermedades periodontales a lo
largo de su vida (Cavalca, 2009).

La investigacion de Campos, (2016) en mujeres con embarazos normales y sin
complicaciones muestra que la enfermedad periodontal es algo comuln durante este etapa de
la vida. Se evidencia la presencia de bolsas periodontales sangrantes, gingivitis y calculo
dental tanto en el 2ndo semestre y después del parto a las 48 horas y 8 semanas
posteriores. En cuanto a la microbiologia, se evidencia la presencia en decrecimiento
durante el embarazo de P. intermedia, F. nucleatum, P. gingivales, T. denticolay C. rectus y
el incremento de A. actinomycetemcomitans. A pesar que este aspecto no es evaluado en
este estudio, otros autores han identificado a estos patdégenos periodontales como un efecto
adverso en el embarazo, incluyendo partos prematuros y bajo peso al nacer de los nifios
(Campos, 2016) (Machado FC, Cesar DE, Assis AV y cols, 2012) (Emmaty R and cols,
2013).

Al realizar mediciones de patdgenos en mujeres durante su embarazo y después de
su parto, Machado y colaboradores (2016) encontraron que existe un decrecimiento en el
conteo de Prevotellanigrescens, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus y
Porphyromonas gingivales, sin embargo se encuentra un aumento significativo en el conteo
de la cepa Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Dado que el primer contagio del bebé
es a través de su madre el aumento del Aggregatibacter actinomycetemcomitans es

transcendental para la salud bucal del nifio (Machado, 2016).

La presencia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans en nifilos sanos en
temprana edad ha sido identificada tanto en muestras dentales y salivales por algunos
autores con distintos porcentajes entre 5,5% y 30% de las poblaciones estudiadas. La
colonizacion temprana de patdgenos periodontales ha sido sugerida como un factor de riego
para futuras enfermedades periodontales para el huesped susceptible (Bozdogan, E. y cols,
2016).

Lamell y cols (2004), describe la adquisicion y estabilidad en la colonizacion del
Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivales en nifios como un

factor de riesgo de periodontitis en adultos. Estos patégenos periodontales han sido hallados
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en un tercio de nifios sanos, entre 0 y 18 afios sugiriendo una adquisicion inicial muy

temprana, y se puede considerar estable en la adolescencia (Lamell, 2004).

La periodontitis de aparicion temprana afecta aproximadamente al 0.2% de la
poblacion menor de 20 afios, se conoce que consistentemente est4 asociado con la
presencia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans como patégeno periodontal principal
en sitios localizados (American Academy of Periodontology, 1996). Al evaluar la presencia en
pacientes entre 2 a 22 afios, se observa una mayor colonizacion entre los 7 y 11 afios con un
38% de porcentaje de pacientes con Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Lamell,
2004).

2.2.6.3 Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Tabla 2. Especificaciones cientificas del Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Reino Bacteria
Phylum Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Pasteurellales
Familia Pasteaurellaceae
Género Aggregatibacter
Especies Actinomycetemcomitans

Elaborado por: Ana Maria Cabezas
Fuente: (Ngrskov-Lauritsen N, Kilian M, 2006) (Ramos D y cols, 2010)

El Aggregatibacter actinomycetemcomitans fue aislado por primera vez en 1912 como
un Bacterium actinomycetum por Klinger y tras varios estudios de su DNA fue reclasificado al
género de Aggregatibacter. Su morfologia es de cocobacilo, no movil, capsulado y con
fimbrias, que se desarrolla mas efectivamente en condiciones anaerobias con
lipopolisacaridos en su pared celular como patdégeno gram negativo que es (Ramos D y cols,
2010).

El Aggregatibacter actinomycetemcomitans es un cocobacilo, gram negativo,
capnofilico, no movil, implicado en la etiologia de la periodontitis agresiva con distintos
factores de virulencia como las leucotoxinas, lipopolisacaridos (LPS) y las toxinas

distensoras del citoesqueleto (Cdt) (Diaz-Zufiga J y cols., 2012).
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El Aggregatibacter actinomycetemcomitans se lo asocia en un 90% con periodontitis
localizada agresiva y entre un 30 a 50% en periodontitis severa en adultos (Raja, M y cols,
2014).

El Aggregatibacter actinomycetemcomitans también se lo reconoce como el agente
causante de la periodontitis localizada juvenil, caracterizada por una destruccion rapida de
los tejidos de soporte dental (Raja, M y cols, 2014).

La virulencia es la capacidad de un microrganismo para producir una enfermedad o
interferir con los procesos metabdlicos o fisiolégicos del huesped (Diaz-Zufiga J y cols.,
2012). Los factores de virulencia tienen multiples funciones como la adhesién, invasion,
crecimiento y evasién de la respuesta inmune para sobrevivir en los tejidos y células del

huesped (Diaz-Zufiga J y cols., 2012).

La virulencia del Aggregatibacter actinomycetemcomitans se debe a mdaltiples
factores como la produccién de enzimas y toxinas, su capacidad para modificar la respuesta
inmune del huesped y elementos estructurales propios del patégeno (Ramos D y cols, 2010)
(Ramos, 2011).

Las dos especies periopatogenas, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y
Porphyromona gingivalis, por factores de virulencia especificos asociados al inicio,
progresion y severidad de la periodontitis pueden causar dafio directo a estructuras
periodontales. Aggregatibacter actinomycetemcomitans se asocia con la periodontitis
agresiva y el desarrollo de transtorno cardiovasculares. Este periopatégeno presenta
leucotoxina C, CDt y LPS como los factores de virulencia asociados a la enfermedad
periodontal y que determinan caracteristicas clinicas de la enfermedad (Diaz-Zufiga J y
cols., 2012).

El Aggregatibacter actinomycetemcomitans posee gran numero de factores de
virulencia con multiples funciones como el permitir la colonizacion de la cavidad bucal,
invadir tejidos periodontales, evadir las defensas del huesped, iniciar la destruccion del tejido
conectivo y el interferir en la reparacion tisular. La adhesion del Aggregatibacter
actinomycetemcomitans al tejido epitelial y la estructura dentaria depende de la presencia de

la proteina de superficie, micro vesiculas y fimbrias del patdégeno (Raja, M y cols, 2014).

La leucotoxina A da la capacidad al Aggregatibacter actinomycetemcomitans para

eliminar leucocitos, participa en la evasion de la respuesta inmune y la invasion tisular. La
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accion mas interesante la leucotoxina A es su potencial de inducir apoptosis en bajas

concentraciones y necrosis en altas concentraciones (Diaz-Zufiga J y cols., 2012).

La toxina distensora del citoesqueleto Cdt se ha encontrado en el 77% de pacientes
diagnosticados con periodontitis agresivas, la cual permite la unién e invasion celular y
produce dafio en el DNA deteniendo el ciclo en células del sistema inmune como macroéfagos
y linfocitos T. Existe evidencia que muestra que los fibroblastos del ligamento periodontal no
son susceptibles a esta toxina (Diaz-Zufiga J y cols., 2012) (Heywood W, Henderson B, Nair
SP, 2005).

Se han determinado que existen por Io menos seis serotipos de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (a, b, ¢, d, e, y f,) basandonos en las diferencias en el resto de
carbohidratos del lipopolisacaridos de la superficie celular, nombraremos a los mas
relevantes de estos serotipos (Diaz-Zufiga J y cols., 2012) (Heywood W, Henderson B, Nair
SP, 2005).

e El serotipo a se encuentra comunmente en cavidad bucal sin causar dafio
al hospedador.
e El serotipo b estd comunmente implicado en las periodontitis agresivas.

e El serotipo c esta relacionado con la enfermedad periodontal en adultos.

Al presentar Aggregatibacter actinomycetemcomitans, se evidencia mayor dafio
estructural debido a la separacion de los estratos epiteliales en las uniones intercelulares que
crea la Cdt. Este factor de virulencia también tiene la capacidad de inhibir la produccion de
citoquinas proinflamatorias del sistema de defensa del huesped (Diaz-Zufiga J y cols.,
2012). Su asociacion se ha evidenciado en el 70,6% de pacientes con periodontitis crénica,
100% de pacientes con periodontitis agresiva generalizada y la CdtA en 33,3% y CdtB en

37,5% de pacientes con periodontitis agresiva localizada (Xynogala | y cols, 2009).

Los lipopolisacaridos del Aggregatibacter actinomycetemcomitans se encuentran en
su membrana externa, mantienen la integridad bacteriana y facilita el anclaje de otras
proteinas. Como funcion principal tienen la resistencia a la fagocitosis y la evasion a la
respuesta inmune de los macréfagos y neutréfilos. Los serotipos mas frecuentes son a, by c,
siendo el b identificado con mayor frecuencia en pacientes que presentan periodontitis

agresiva (Diaz-Zufiga J y cols., 2012).
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2.2.6.3.1 Enfermedades asociadas a las enfermedades periodontales y al
Aggregatibacter actinomycetemcomitans

La falta de conocimiento de los padres sobre el cuidado y la higiene bucal y el
consumo permanente de medicacion azucarada traen como resultado la afectacion dental y
periodontal en la salud de los nifios con enfermedades cardiacas, volviéndolos mas
susceptibles (Bozdogan, E. y cols, 2016). Los procedimientos dentales que causan sangrado
como de habitos en la rutina de higiene bucal pueden ser los causales de ingreso de
patdgenos periodontales en el sistema sanguineo e invasion del endotelio coronario hasta

causar una bacteremia (Bozdogan, E. y cols, 2016).

Es de importancia manejar la colonizacion de los patégenos periodontales para una
prevencion y tratamiento periodontal de la enfermedad, sobretodo en nifios con denticién
mixta donde los patégenos permanecen en areas alrededor del diente primario exfoliado y
sobreviven en el tejido gingival sobre el diente permanente sin necesariamente mostrar

rasgos de periodontitis (Bozdogan, E. y cols, 2016).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans afecta a los tejidos periodontales, infecta
valvulas del corazon, tejidos suaves, cerebro, pulmones y huesos distales, sin embargo
osteomielitis a distancia de la mandibula han sido muy escasamente reportadas. Sharman
reporta un caso inusual y raro de osteomielitis crénica en huesos de pie causada por
Aggregatibacter actinomycetemcomitans en un paciente pediatrico que tuvo que ser
manejada terapéuticamente con antibiéticos intravenosos y bucales. La violenta infectividad
de este patdgeno esta determinado tanto por sus factores de virulencia como por el sistema
inmunitario del huesped que facilita su invasion y retarda su recuperacion, por lo cual es
importante realizar prevencion sobre la bacteremia que pueden causar los patégenos de
cavidad bucal. (Sharma et al, 2017).

Siendo el Aggregatibacter actinomycetemcomitans un patégeno oportunista, aislado
en pacientes con distintas patologias como actinomicosis, endocarditis infecciosas,
osteomielitis, glomerulonefritis, endoftalmitis, neumonia, absceso cerebral y hepatico y
enfermedades cardiovasculares, es de vital importancia la prevencion de este patdégeno

periodontal (Ramos D y cols, 2010).

La agresividad de la virulencia del Aggregatibacter actinomycetemcomitans ha sido

reportada en un caso de una nifia de 1,5 afios de edad con endocarditis que involucra una
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valvula pulmonar. Se considera a este patdégeno periodontal como una de las causas
principales de endocarditis por infeccion de gram negativos en pacientes pediatricos. El
Aggregatibacter actinomycetemcomitans logra entrar a compartimientos vasculares por
infecciones dentales, procedimientos odontolégicos y bacteremia espontaneas resultado de
la masticacion, la cual debe ser intervenida de manera urgente con antibiético terapia
prolongada a nivel sistémico para evitar mayores complicaciones (Shles, A, Wolach B, Levi
A, Gottesman G, 2010).

El estudio de Bozdogan (2016) muestra la presencia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans en pacientes con enfermedades cardiacas congénitas los cuales por
su cuidado en su salud y prevencién de complicaciones deberian estar libres de estos

patdgenos periodontales (Bozdogan, E. y cols, 2016).

Al estudiar la prevalencia de patégenos putativos periodontales en pacientes
diabéticos tipo | se determiné la presencia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans en un
20%, lo cual aumenta en este grupo de estudio su riesgo a periodontitis (Arangannal, P y
cols, 2013).

2.2.6.3.2 Relacion de adolescentes con Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

El estudio de Fine (2007), evalud la presencia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans en adolescentes, obteniendo un 13,7% de pacientes positivos, los
cuales se subdividieron en pacientes sin patologia periodontal, pacientes con inicio de
gingivitis y bolsas periodontales y pacientes con enfermedad periodontal, mostrando asi la
presencia del patdégeno periodontal en pacientes sanos (Fine D. , 2007). La presencia de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans si se la ve asociada a perdida de hueso de soporte
de tejido dentario en adolescentes, por lo que se atribuye su presencia en largo periodo de

tiempo en la cavidad bucal de estos pacientes (Fine D. H., 2013).

Al realizar mediciones sobre la presencia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
en la placa dental de adolescentes de 12 a 19 afios en Hawai, se determind una prevalencia
moderada a alta del 85.1% a nivel supra gingival y de 67,3% a nivel sub gingival, sin

diferencias significativa del sexo de la muestra (Psoter, WJy cols, 2011).
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2.2.6.3.3 Relacion de pacientes con diversidad funcional con Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

Estudios realizados en la placa dental subgingival de segundos molares temporal de
nifios preescolares y escolares de 1 a 6 afios de edad con diversidad funcional de tipo
retardo mental, paralisis cerebral y autismo, han logrado identificar distintas cepas de
patdgenos periodontales. Las especies detectadas mas frecuentes son Capnocytophaga
sputigena con un 28.3%, seguido de Aggregatibacter actinomycetemcomitans con 20.9% y

Campylobacter rectus el 18.2% (Naka S y cols, 2009).

2.2.6.3.4 Tratamiento mecanico Yy antimicrobiano para Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

Actualmente no se conoce un protocolo de tratamiento que sea capaz de controlar en
su totalidad a la periodontitis, por la complejidad de sus diversas causas. Se utiliza como
procedimientos una combinacién de tratamientos mecanicos y antibiético terapia sistémica
debido a que los patégenos periodontales no se eliminan completamente por remocién de la
placa dental. Los tratamientos con antibiéticos mantienen ciertas limitaciones debido al
incumplimiento de los pacientes que dificulta mantener concentraciones antimicrobianas
adecuadas y provocan complicaciones médicas como reacciones alérgicas, problemas
gastrointestinales y resistencias bacterianas. Debido a estas razones, las enfermedades
periodontales deben en asociacién con sustancias quimicas con efectos antiplaca y

antimicrobianas para inhibir la reproduccién bacteriana (Najafi S y cols, 2016).

El tratamiento mecdanico debe abarcar la fase 1 de la terapia periodontal, en la cual se
elimine la placa bacteriana y célculo tanto supra como subgingival. En algunos casos de
unidades permanentes se debe realizar alisados de la superficie radicular para evitar

retencion de placa en superficies rugosas (Ramos D y cols, 2010) (Ramos, 2011).

En la terapia sistémica en casos severos, se trata en dosis segun el peso del paciente
con amoxicilina con metronidazol cada 8 horas por 7 dias o amoxicilina mas acido

clavulanico cada 12 horas por 7 a 10 dias (Ramos D y cols, 2010) (Ramos, 2011).

En terapia antimicrobiana quimica se recomienda la clorhexidina al 0.12% por su
eficacia comprobada para este patdgeno periodontal, utilizado 2 veces al dia por 10 a 14

dias (Ramos D y cols, 2010) (Ramos, 2011). Sin embargo, su uso presenta algunas
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limitaciones, contraindicaciones y efectos secundarios por lo que el estudio de productos de
higiene bucal, que puedan ser utilizados en pacientes pediatricos, es de suma importancia
para el control bacteriano.

2.3 Productos de higiene bucal pediéatricos
2.3.1 Dentifricos

Los dentifricos han sido reconocidos a lo largo del tiempo, como los principales
productos eficaces de administracién tanto cosmético y terapéutico en boca, y son los
productos mas comercializados y vendidos entre los productos dentales. Dentro de sus
caracteristicas funcionales esté la prevencién de sarro y caries, la eliminacién de la
hipersensibilidad, disminuye la placa y gingivitis y también tiene el potencial de blanquear los
dientes (Harris, 2001).

Para que sus multiples funciones ocurran, cada pasta tiene distintas composiciones,
de aqui se origina la importancia de conocer cuales son y como elegir el dentifrico mas

apropiado.
2.3.1.1 Composicion de los dentifricos pediatricos

Durante los ultimos afios, los dentifricos han sido utilizados tanto con propésitos
cosméticos como terapéuticos dependiendo de su composicién, la cual se la detalla a

continuacion.

Tabla 3. Composicion de los dentifricos.
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Composicion de los dentifricos
Ingrediente |Porcentaje
Abrasivos 20a40
Agua 20a40
Humectantes 20a40
Espumante la2
Fijador hasta 2
Saborizante hasta 2
Edulcorante hasta 2
Agente terapéutico hasta 5
Colorante o conservador menos de 1

Tomado de Harris, Norman y Garcia - Godoy,

2001 Odontologia preventiva primaria

Elaborado por: Ana Maria Cabezas

2.3.1.2 Abrasivos y Pulidores

Los abrasivos como el 6xido de silicio, oxido de aluminio, bicarbonato y pizarra, son
utilizados con el objetivo primario de limpiar los dientes. Como abrasivos en pastas
encontramos silica hidratada, pirofosfato disddico, lactato de calcio, diéxido de silicio,

bicarbonato sodico, carbonato de calcio, etc (Harris, 2001).

La abrasividad de una pasta, dependera de factores intrinsecos de la molécula, como
el tamafio de la molécula abrasiva, la dureza y la forma de la particula; extrinsecos como el
efecto acumulado del abrasivo relacionado con la técnica de cepillado, la presion ejercida en
el cepillo, dureza de las cerdas, la direccion y cantidad de golpes en cepillado y ciertas

caracteristicas salivales de la persona (Harris, 2001).

Debido a la accién de los abrasivos en el esmalte dental, se agregan pulidores a los

dentifricos a base de aluminio, calcio, estafio, magnesio y zirconio (Harris, 2001).
2.3.1.3 Humectantes y conservantes

Los componentes humectantes de los dentifricos tiene como finalidad conservad la
humedad y consistencia de la pasta. Dentro de los mas comunes tenemos al sorbitol, xilitol,
glicerina, manitol y el propilenglicol. La mayor ventaja de su uso es la no presencia de

toxicidad en ellos, sin embargo presentan crecimiento de hongos (Harris, 2001).
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En cuanto a conservantes encontramos componentes como el benzoato de sodio,
metilparabeno y propilparabeno para inhibir el crecimiento de hongos y bacterias en los
dentifricos (Harris, 2001).

2.3.1.4 Espesantes y fijadores

En pastas pediatricas encontramos la goma celulosa, carbomer, hidréxido de sodio,
carboximetilcelulosa como principales espesantes y fijadores los cuales le dan la textura y
realizan la interaccion de los distintos ingredientes dentro de los tubos de dentifricos. (Harris,
2001)

2.3.1.5 Detergentes

Una de las funciones principales de los dentifrico es el conservar los dientes limpios,
para ello se utilizan los detergentes. El mas utilizado es el laurilsulfato de sodio (LSS) el cual
tiene propiedades antibacterianas, presenta estabilidad y escasa tension superficial que
permite que fluya sobre las superficies dentales. Las ventajas del laurilsulfato de sodio es su
pH neutro, buena compatibilidad con el resto de componentes y un sabor que se puede
enmascarar sin embargo estudios realizados sugieren que en algunas enfermedades de

mucosa bucal no se debe utilizar dentifricos con LSS. (Harris, 2001)
2.3.1.6 Saborizantes, edulcorantes y colorantes

Dentro de esta categoria tenemos a todos los componentes que le hacen al
dentifrico, tener un buen olor, sabor y aspecto. De distintos sabores encontramos el chicle,
frutas silvestres, tuttifruti y menta, cada uno con varios pigmentos de colores y di6xido de
titanio para los efectos de brillo en la pasta. Los edulcorantes mas conocidos utilizados en
los dentifricos pediatricos son la sacarina sédica, sorbitol, manitol, ciclamato y hoy en dia

muy utilizado el xilitol por sus componentes terapéuticos (Harris, 2001).
2.3.2 Enjuagues bucales

Los enjuagues bucales se los utilizan como una terapia coadyuvante con la técnica
de cepillado mecanico e hilo dental. Sus ingredientes activos son variados y sus excipientes
ejercen efectos sobre la viabilidad bacteriana como sulfactantes y conservantes (Rizwana,
2013).
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Segun Herrera (Herrera, 2014, pag. 76), “la clorhexidina, cloruro de cetilpiridinio,
perborato de sodio, aceites esenciales — sustancias que se han comprobado bajar la carga
bacteriana —pueden reducir el grado de placa o gingivitis e impiden que los microorganismos
causantes de enfermedades se establezcan en colonias”, asi su uso esta indicado para

contrastar la carga bacteriana y beneficiar a los pacientes (Herrera, 2014).

Los enjuagues bucales tienen distintos mecanismos de accion como el disminuir el
crecimiento de la placa dental, disminuir o eliminar la placa dental existente, disminuir el
crecimiento de bacterias patdgenas e inhibir la produccién de factores de virulencia de los

patdgenos (Bascones, Mudaraa, & Perea, 2002) (Herrera, 2014).
2.3.3 Agentes terapéuticos de dentifricos y enjuagues

Dentro de los agentes terapéuticos encontramos al xilitol quien tiene la capacidad de
permitir la remineralizacién de lesiones cariosas incipientes al no ser metabolizado por las
bacterias para producir acido (Harris, 2001). A su vez es utilizado como agente
antibacteriano, por su capacidad de inhibir el metabolismo y crecimiento bacteriano. Su
mecanismo de accién esta determinado por el agotamiento de recursos energéticos de la
célula, produciendo asi su desgaste y muerte celular por agotamiento de energia (Magalhaes
AC, Moron B, Comar L, Buzala M, 2011).

Algunos estudios muestran que las pastas dentales fluoradas con xilitol en un 3 a
10% presentan una mayor efectividad anticaries que una pasta dental con fluoruro
convencional, sin embargo no se han reportado estudios sobre su capacidad antibacteriana

en patégenos periodontales (Magalhaes AC, Moron B, Comar L, Buzala M, 2011).

Los fluoruros son agentes terapéuticos muy utilizados, por su capacidad de
remineralizacion y cariostatica. Se los utiliza como el principio activo indiscutible para la
prevencion de caries. El fluoruro sédico, monofluorfosfato sédico y los fluoruros de aminas,
son las sales mas utilizadas por su buena solubilidad, baja toxicidad y su excelente
capacidad para liberar el ion flior en un pH ligeramente acido. El fluoruro mas utilizado es el
monofluorfosfato sédico el cual es compatible con materiales abrasivos de los dentifricos. La
concentracion de los fluoruros es muy variada, se encuentra el fluoruro de sodio desde las
500pmm y el monofluorfosfato desde 900 a 2500ppm (Harris, 2001) (Arévalo JM, Arribas JL
y cols, 2009) (Bascones & Morante, Antisépticos orales. Revision de la literatura y

perspectiva actual, 2006).
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Como agentes terapéuticos en dentifricos encontramos el nitrato de potasio o cloruro
de estroncio, que reducen la sensibilidad dental; el triclosan y la clorhexidina que han sido
reportados como reductores de placa bacteriana para el control de enfermedades
periodontales. En cuanto al control de la placa dental, se utiliza agentes antisépticos, sin
embargo, existen pocas opciones de agentes toxicamente seguros, que sean compatibles
con el resto de ingredientes y que posean sustantividad con el diente para que su eficacia
surja efecto (Alves Fernandes, Rita Maria, 2009).

De los antisépticos mas utilizados se encuentra la clorhexidina, que permite unirse a
las paredes bacterianas provocando su lisis, pero que presenta algunos efectos secundarios
como la perdida de reconocimiento de sabores y tinciones en los tejidos dentarios

posteriores a su uso (Alves Fernandes, Rita Maria, 2009).

El triclosén tiene la ventaja de no tener mal sabor y no provocar tinciones, es efectivo
contra un amplio espectro de hongos y bacterias, sin embargo desde el 2016 presenta ya
restricciones de su uso por parte de la Food & Drugs Administration (FDA) por no presentar

seguridad completa en su uso. (Administration, 2016)

El cloruro de cetil piridinio es un compuesto de amonio cuaternario catidnico, es decir
es un antiséptico que mata a las bacterias y otros microorganismos (Bascones & Morante,
2006).

2.4 Antisépticos

Arévalo, (2009) describe como antiséptico “al biocida que destruye o inhibe el
crecimiento de microrganismos sobre tejidos vivos y son menos toxicos que los
desinfectantes”. (Arévalo JM, Arribas JL y cols, 2009).

En este estudio experimental se evaluo tres antisépticos como: la clorhexidina, el

cloruro de cetilpiridinio y el xilitol
2.4.1 Caracteristicas de los antisépticos bucales

Las caracteristicas que debe tener un antiséptico bucal se resumen en la
especificidad a los microrganismos bucales, eficacia para disminuir la cantidad de bacterias
de la placa a una concentracion no toxica, sustentabilidad para lograr abarcar una duracién

apropiada entre la interaccién del antiséptico y las bacterias, y seguridad, pues al ser
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absorbido por mucosa y tubo digestivo, no debe causar efectos nocivos en el organismo. Se
especifica también la eficacia intrinseca que estos compuestos deben tener, la cual es el
efecto maxilo alcanzable aunque se disuelva o se absorban los componentes (Bascones,
Mudaraa, & Perea, 2002).

2.4.2 Mecanismos de accion de los antisépticos bucales

La mayor ventaja de los antisépticos bucales es que sus mecanismos de accién son
variados, asi, su efectividad en prevencién y eliminacion de placa bacteriana sera mayor.
Existen agentes antiadhesivos, otros que inhiben el desarrollo de bacterias y los agentes que
causan una accion destructora sobre la placa formada (Bascones & Morante, Antisépticos

orales. Revision de la literatura y perspectiva actual, 2006).

Los antisépticos bucales con mayor eficacia son los que logran una accién mas
prolongada en la cavidad bucal, la cual esta directamente relacionada con la capacidad de
absorcion en los tejidos para permanecer un periodo de tiempo largo, el no perder su accién
al ser absorbidos y que su proceso de eliminacion sea lento para garantizar su eficacia
(Bascones, Mudaraa, & Perea, 2002).

2.4.3 Clorhexidina

La clorhexidina es conocida como un antiséptico bactericida, con un mecanismo de
accion en el cual sumolécula catiénica se une con la pared bacteriana de carga positiva. En
concentraciones bajas esta union altera el equilibrio osmaético de la bacteria y salida de
potasio y fésforo para lograr un efecto bacteriostatico. En altas concentraciones, se logra un
efecto bactericida con la precipitacion del contenido citoplasmético de la bacteria. Actdan en
contacto con microorganismos tanto gram positivos, gram negativos, anaerobios facultativos,
anaerobios y levaduras. Se lo utiliza como enjuague bucal cada 4 horas después de haber
ingerido alimentos y como desinfectante topico en piel y tejidos y en jeringa para habilitacion
de catéteres (Alderete D. y cols, 2017).

La clorhexidina es una bisguanida caténica, con una actividad antimicrobiana muy
importante, pues se une a la bacteria y causa la disrupcion de la membrana citoplasmética,
altera el equilibrio osmético y causa precipitacion de contenidos celulares. La clorhexidina

presenta un efecto residual prolongado con un inicio de accion intermedio. Sus efectos de
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toxicidad son variables pues se ha reportado que produce ototoxicidad, queratitis y dermatitis
(Maya JJ y cols, 2011).

De los antisépticos del grupo quimico de las biguanidas la clorhexidina es el méas
efectivo, es poco soluble en agua, tiene estabilidad buena en temperatura ambiente y un pH
entre 5y 8. Se conoce su inestabilidad en solucion pues necesita ser protegida de la luz
(Arévalo JM, Arribas JL y cols, 2009).

El mecanismo de accién de la clorhexidina se basa en la absorcién muy rapida por
difusién pasiva en las membranas en bacterias, consiguiendo efecto maximo en 20
segundos. Al tener un mecanismo de accién tan eficiente, las soluciones de clorhexidina son
bactericidas y fungicidas. Las bacterias gram positivas son mas sensibles a la clorhexidina
que las negativas, inhibe crecimiento de esporas e inactiva virus con cubiertas lipidicas como
el VIH y virus del herpes (Arévalo JM, Arribas JL y cols, 2009).

La clorhexidina tiene multiples usos como la desinfeccidén en tratamientos de
endodoncia, el control de infecciones cruzadas en actos quirdrgicos, detergente para lavado
corporal prequirdrgico, uso en quemaduras, reductor de la colonizacién bacteriana en cordén
umbilical y como colutorio para higiene bucal unido a un edulcorante por su amargura
(Arévalo JM, Arribas JL y cols, 2009).

Las formas de presentacion en colutorios de clorhexidina pueden ser al 0,12% y al
0,2%, se receta 10 ml si la concentracion es del 0,2% o 15ml al 0,12% con el cual se debera
realizar el enjuague durante un minuto después de media hora del cepillado dental

(Bascones, Mudaraa, & Perea, 2002).

Aun siendo la clorhexidina tan eficiente, se describen sus efectos adversos y de
toxicidad después de mas de 30 afios de investigaciones. Existen reacciones alérgicas o de
irritacion de piel y mucosa, irritaciones conjuntivales o corneales y al unirse con cromégenos
de la dieta produce tincion de los dientes al utilizarse en aplicaciones bucales. De igual
manera puede llegar a producir sordera por su ototoxicidad si se lo utiliza en cercania al

sistema nervioso central (Arévalo JM, Arribas JL y cols, 2009).

De los mayores limitantes que se tiene al utilizar el enjuague con clorhexidina, es la
decoloracion de los dientes y la tincion del dorso de la lengua, de igual manera se decolora

restauraciones, sellantes, protesis y aparatos de ortopedia. Esta coloracion se observa
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desde la primera semana de uso del enjuague y es mayor en pacientes con mas acumulo de
placa bacteriana (Kidd, 1991).

La coloracion de las unidades dentarias y lengua, puede en su mayor parte ser
eliminada con limpiezas profesionales, sin embargo la coloracion de restauraciones,
sellantes y demas integrantes en boca puede ser permanente y en la mayoria de casos
deben ser reemplazados (Maya JJ y cols, 2011).

Otra de las reacciones adversas del uso del enjuague con clorhexidina es la
alteracion del gusto, el cual se disminuye con el tiempo y desaparece al terminar el

tratamiento, sin embargo causa bastante molestia en los pacientes (Kidd, 1991 ).

En cuanto a tejidos de la cavidad bucal se ha identificado parotiditis e irritacién de la
lengua en nifios de 10 a 18 afios que han utilizado enjuagues bucales con clorhexidina y una
intensificacién en el acumulo de sarro dental. Para nifios mas pequefios una ingesta de mas
de 100ml de clorhexidina puede dar sintomas de intoxicacion alcohélica, nduseas y vomito
por lo que su uso es delicado (Alderete D. y cols, 2017) (Kidd, 1991).

Existen reacciones alérgicas locales por el uso de clorhexidina con sintomas como
broncoespasmo, tos, disnea, prurito, congestién nasal, rash vesicular, urticaria y picazén
(Kidd, 1991 ) (Alderete D. y cols, 2017).

En cuanto a la teratogenicidad, la clorhexidina esta en clasificacion B de la FDA lo
gue significa que se ha realizado estudios en animales sin riesgo teratdgeno sin embargo no
existe evidencia en embarazadas y en esta grupo poblacional no es recomendado (Alderete
D. y cols, 2017).

Estudios han demostrado la efectividad de la terapia periodontal al combinar el
cepillado con el uso de clorhexidina para la reduccién de sangrado gingival en nifios, pues la
remocién mecanica interdental con la accion quimica bactericida y bacteriostatica dan
excelentes resultados (Contreras C, Vasquez MP y Maita LM, 2008) (Binney, 1993)
(Quirynen, 2001).

Estudio de Contreras en el 2008, muestra la eficacia de la clorhexidina conjunto con
el control mecénico de la placa, en nifios entre 10 a 12 afios contra la gingivitis, sangrado y a

favor del control de patégenos periodontales (Contreras C, Vasquez MP y Maita LM, 2008).

Se reporta una baja toxicidad sistémica del uso de clorhexidina, sin embargo puede

producir lesiones graves en 0jos y oidos, irritabilidad de piel y mucosa. A su vez tiene efectos
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sobre los fibroblastos gingivales y los neutréfilos causando la lisis y reduciendo la
proliferacion celular. Por la naturaleza de la sustancia y sus propiedades se reporta una
alteracion del gusto, sobre todo perdida de reconocimiento del sabor salado y amargo
(Hernandez JJ y Martinez GM, 2004).

2.4.4 Cloruro de Cetilpiridinio

El cloruro de cetilpiridinio (CPC) también es otro compuesto de amonio cuaternario,
con espectro de actividad anti-bacteriana. Es utilizado para combatir enfermedades
periodontales por su actividad antimicrobiana. Su mecanismo de accion se basa en la carga
positiva fuerte y la region hidréfoba del cloruro de cetilpiridinio que permiten la interaccion
con la superficie celular microbiana y se integra con la membrana celular. A esta interaccion
le prosigue la fuga de componentes citoplasmaticos en el metabolismo celular por una
interrupcion de la integridad de la membrana, la inhibicion del crecimiento celular y por ende
la muerte celular. Por ultimo la coagregacion de bacterias, interfiere la maduracién de la
placa, inhibiendo la sintesis de glucano insoluble por la glucosiltransferasa, adsorbido al
esmalte cubierto con pelicula e inhibiendo la coadhesién de bacterias, y uniendo los biofilms
(Bascones & Morante, Antisépticos orales. Revision de la literatura y perspectiva actual,
2006).

Se recomienda su uso en tratamientos periodontales con una dosis de 15 ml en
enjuagues 3 veces al dia por 30 segundos como minimo después del cepillado (Arévalo JM,
Arribas JL y cols, 2009).

Dentro de los efectos adversos se reportan muy raros y con leve sintomatologia los
cambios de coloracion de tejidos dentinarios, irritacion de mucosas bucales o aparicion de
aftas bucales. (Bascones & Morante, Antisépticos orales. Revision de la literatura y

perspectiva actual, 2006).
2.4.5 Xilitol

El xilitol es un alcohol de azucar de origen natural a base de en plantas y materiales
agricolas. Su uso empez0 en los afios sesenta para terapia de infusion para pacientes
postoperatorios, quemados y de shock, en la dienta para pacientes diabéticos y actualmente
como edulcorante en productos de higiene bucal (Janakiram C, Deepan Kumar CV and
Joseph J, 2017).
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El mecanismo de accién del xilitol se basa en alterar los procesos de produccion de
energia de la membrana celular, asi se conduce a la muerte celular, reduce la formacion de
placa y la adherencia bacteriana, inhibe la desmineralizacion del esmalte pues reduce la
produccion de &cido y tiene un efecto inhibidor directo sobre la mitosis (Janakiram C, Deepan
Kumar CV and Joseph J, 2017).

La mayor ventaja del xilitol, es la no presencia de efectos adversos o secundarios
durante su uso y ha sido muy bien utilizado para la prevencion de caries, sin embargo no se

reporta su efecto contra patégenos periodontales.

Partiendo de la revision bibliografica e investigaciones observadas, es hecesario
realizar en nuestro medio un estudio donde se evidencie estas caracteristicas de los
enjuagues bucales pediatricos a base de cloruro de cetilpiridinio y xilitol, conjunto con un
control positivo a base de clorhexidina al 0.12%, sobre este tipo de patégeno periodontal que

afecta en edades tempranas.



CAPITULO Il

3. Marco Metodoldgico
3.1 Tipo y disefio de la investigacién

Este estudio de tipo experimental, in vitro, comparativo, cuanti y cualitativo y
comparativo, evalué si existe o no crecimiento del halo de inhibicién de la cepa pura de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC® 29522) por parte de distintos
dentifricos y enjuagues pediatricos expendidos en la ciudad de Quito, Ecuador. (Factura

de la compra de la bacteria consta en el anexo 1).

Se describe al estudio como experimental debido a que se realizé una
manipulacion artificial en laboratorio para la activacién de la bacteria, con circunstancias
controladas para lograr medir el halo de inhibicién de las variables controladas y asi

verificar la hip6tesis del estudio.

El estudio in vitro fue ejecutado en el laboratorio de Bioquimica de la Facultad de
Quimica de la Universidad Central del Ecuador, para lo cual se realiz6 el pedido como
estudiante de la Facultad de Odontologia de la Universidad San Francisco de Quito para
la realizacién del estudio (anexo 2) en la Facultad de Bioquimica. Tras obtener la
autorizacion de dicha Facultad (anexo 3) con un protocolo especifico de manejo de
desechos infecciosos (anexo 4) y la certificacion de esterilizacion del material a utilizarse

en el experimento (anexo 5), se dio inicio a la investigacion.

Es un estudio cualitativo pues se observo si existe o no crecimiento del halo de
inhibicion de la cepa pura de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC® 29522)

por parte de los cinco distintos dentifricos y tres enjuagues pediatricos.

Es un estudio cuantitativo pues se midié el halo de inhibicion de crecimiento de la
cepa pura de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC® 29522) por parte de los

cinco distintos dentifricos y tres enjuagues peditricos.
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Ademés es un estudio comparativo porque se utilizo dentifricos y enjuagues
pediatricos y las diferencias de sus resultados fueron analizados y, es un estudio descriptivo
donde se detallarén los cambios en la inhibicién del crecimiento de la cepa al contacto con
los agentes de cuidado bucal.

3.2 Poblacién del estudio

Como poblacién y muestra se utiliza cepas de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans las cuales fueron activadas para medir el halo de inhibicion de

crecimiento utilizando productos de higiene bucal pediatricos.

Se determiné el tamafo de la muestra de cepas de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans estadisticamente para la obtencion de un nivel de confianza del

95% con la férmula de comparacion de medias para datos cuantitativos.
3.2.1 Seleccion y tamafio de la muestra

2(Za + ZB)*x S?
n= pE

Donde reemplazamos:
n = tamafo de la muestra
Z = valores correspondientes al riesgo deseado

S2 = varianza de la variable cuantitativa relacionado con el grupo de control

observado
d? = valor minimo de la diferencia que se desea detectar con datos cuantitativos
a =grupo A B =grupo B

Utilizamos la potencia como la probabilidad de que la hipétesis nula sea
rechazada cuando la hipdtesis alternativa es verdadera, es decir, la probabilidad de
no cometer un error del tipo Il para que nuestro estudio tenga una significancia

estadistica correcta con un error significativo minimo del 0.050.



2(1,960 + 1,645)2x (1.75)2
n=

(2.30)2
a test bilateral de dos colas
0,200 1,282
0,150 1,440
0,100 1,645
0,050 1,960
0,025 2,240
0,010 2,576
B 1-B zf3

0,010 0.990 2,326

0,050 0,950 1,645

0,100 0,900 1,282

0,150 0,850 1,036

0,200 0,800 0,843

_79.605
529

= 15,04

Se obtuvo como tamarfio de muestra necesario, 15 mediciones.
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3.2.2 Muestra de productos de higiene bucal pediatricos

Se selecciona dentifricos pediatricos expendidos en autoservicios y farmacias de la
ciudad de Quito, Ecuador: Colgate Smiles, Denture Kids, Blendy de Blendax, Bucal-B Pro-
Salud Stages, Aquafresh kids de Aquafresh, indicados para uso de nifios desde los 3 afios

de edad por su contenido quimico, referido por los fabricantes.

Se selecciona enjuagues pediatricos expendidos en autoservicios y farmacias de la
ciudad de Quito, Ecuador: Colgate Plax Kids, Blendy con Xilitol y Denture Kids, indicados
para uso de nifios desde los 3 afios de edad por su contenido quimico, referido por

fabricantes



Composicion Quimica y funcion de los ing
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redientes de las pastas dentifricas pediatricas estudiadas

©
=
E
g
) Blendy con Little Kids
15 Funcién Colgate ProSmiles | Oral B Stages Denture Kids . _y
2 Xilitol Aquafresh
‘G
o
=%
£
o
o
silica hidratada | silica hidratada / lactato silice hidratada /
Abrasivo agente limpiador silica hidratada / pirofosfato de calcio / diéxido de silica carbonato de calcio /
disddico silicio bicarbonato de sédico
evitar el secado
o ¥ sorbitol / PEG12/ . sorbitol / xilitol / PEG8 / . - L
Humectantes endurecimiento L ] sorbitol L ) " |sorbitol /xilitol glicerina / PEG8
polietilenglicol polietilenglicol / glicerina
del producto
estabilidad metilparabeno
Conservantes ) S n/a n/a p / n/a benzoato de sodio
microbioldgica propilparabeno
ajuste de la
viscosidad,
goma celulosa /
texturay
Espesantes y . . carbomer/ . X
. consistencia goma celulosa . . carboximettilcelulosa | goma celulosa goma celulosa
Fijadores idroxido de
agradable. sodio
Estabilidad de la
suspensién
laurilsulfato de | laurilsulfato de sodio
formar espuma |laurilsulfato de sodio R ) . / laurilsulfato de sodio
sodio trietanolamina
Detergentes
sensacion de . frutas silvestres . o .
bubble fruit / aroma chicle tuttifruti bubblemint aroma
. frescura / aroma
Saborizantes
mejora el sabor, sacarina sddica
! sacarina sédica/ | sacarinasddica | sacarina sédica / sorbitol . sacarina Sddica /
enmascara sabor . ) . / sorbitol / K
sorbitol / sorbitol / xilitol . sorbitol
desagradable xilitol
Edulcorantes
varios
efecto visual igmento azul igmento azul igmento verde pigmentos / varios pigmentos /
agradable Pl Pig Pig Didxido de dioxido de titanio
Colorantes titanio
Agentes efecto contra floururo de sodio floururo de monoflourfosfato de floururo de monoflourfosfato de
antibacterianos bacterias 500ppm sodio 500ppm sodio 900ppm sodio 500ppm sodio 1100ppm
medio agua agua agua agua agua
. u u u u u
Excipentes dispersante & & & ¢ &

Autor: Dra. Ana Maria Cabezas
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Tabla 5. Componentes quimicos de enjuagues pediatricos.

Composicion Quimica y funcion de los ingredientes de enjuagues pediatricos
=
h=t
Q
8 8 Funcion Colgat[e Plax Bler?d.y €N 1" Dbenture Kids
g E Kids xilitol
S >
SNe%
evitar el secado sorbitol /
xilitol / xilitol / PEG40 /
Humectantes y . PEG12/ - .
endurecimiento o propilenglicol / glicerina
polietilenglicol
del producto
emulsiona Cloruro de polisorbato / ropilenglicol /
oyl rasyas cetilpiridinio | trideceth/ | P tfi dec%th
Detergentes g 0,05% laureth
sensacion de wttifrut witifruti mentol ol
Saborizantes frescura i v mento mento
mejora el sabor, aspartame /
enmascara  |sacarina sodica / xilitol / .
. sucralosa / xilitol
sabor sorbitol acesulfamo de
Edulcorantes | desagradable potasio
efecto visual . g . i . o Verd
Colorantes agradable pigmento rosa | pigmento rosa | pigmento Verde
dar olor aroma aroma aroma
Olor agradable
Agentes efecto contra floururo de floururo de | monoflourfosfato
antibacte rianos bacterias sodio 250ppm | sodio 250ppm | de sodio 250ppm
medio agua agua agua
Excipientes | dispersante 9 g g
Autor: Dra. Ana Maria Cabezas

3.3 Criterios de inclusién y exclusion
3.3.1 Criterios de inclusion

Como criterios de inclusion para este estudio se utilizo:

e Cepas puras de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC® 29522
e Dentifricos pediatricos expendidos en autoservicios y farmacias de la

ciudad de Quito Ecuador: Colgate Smiles, Denture Kids, Blendy de
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Blendax, Bucal-B Pro-Salud Stages, Aquafresh kids de Aquafresh,
indicados para uso de nifios desde los 3 afios de edad por su contenido
quimico, referido por los fabricantes.

e Enjuagues pediatricos expendidos en autoservicios y farmacias de la
ciudad de Quito Ecuador: Colgate Plax Kids, Denture Kids y Blendy con
Xilitol, indicados para uso de nifios desde los 3 de edad por su contenido

quimico, referido por los fabricantes.
3.3.2 Criterios de exclusion

Como criterios de exclusion para este estudio se presenta:

e Cultivo Agar Chocolate que presente en crecimiento de bacterias u otro
microorganismo ajeno a Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

e Dentifricos y enjuagues pediatricos con sello de seguridad abierto o fechas
de caducidad de producto vencidas.

e Dentifricos y enjuagues pediatricos que no poseen en caja o0 cubierta su
composicién quimica completa.

e Dentifricos y enjuagues de uso diario para pacientes adultos.
3.4 Variables

Dentro de este estudio tenemos:

3.4.1 Variables Dependientes

Se considera variable dependiente al efecto inhibitorio, el cual es el efecto de una
sustancia para impedir el crecimiento de un microrganismo, en el caso de este estudio es la
cepa pura de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC® 29522. Se la determina a
través de la medicion de los halos de inhibicién con el método Kirby-Bauer, utilizando regla
milimétrica. Como indicadores se registra a mediciones menores de 8 mm como resistente
(0), de 8 a 13 mm sensible al limite (1), de 14 a 18 mm muy sensible (2) y mayor a 18mm es

sumamente sensible (3).
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Como variable dependiente dentro de esta investigacion se considera de igual

manera a la cepa pura de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC® 29522.
3.4.2 Variables independientes

Se considera como variables independientes a las pastas dentifricas y enjuagues
bucales de uso pediatrico a la venta en autoservicios y farmacias de Quito, Ecuador, de
ellos se considera los agentes antisépticos capaces de inhibir el crecimiento y desarrollo de
microrganismos. Se evalla la inhibiciéon o no del producto comercial a utilizar con una escala

netamente cualitativa.
3.4.3 Variable control

Se utilizan sustancias control probadas de inhibicién o no de crecimiento, como
control positivo se utiliza la clorhexidina tanto enjuague como dentifrico al 0.12% con
producto comercial Encident ® (escala 0) y como control negativo suero fisiol6gico (escala
1).

3.4.4 Variable subjetiva

Se utiliza un solo observador para la medicion del halo de inhibicién, con

conocimiento y experiencia previa, para eliminar una variable subjetiva.
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Variables del estudio

Tipo de variable

variable
dependiente

Variable
independiente

Variable control

Variable
subjetiva

Concepto

efecto inhibitorio

cepa purade
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
ATCC® 29522

dentifricos y enjuagues
de uso pediatrico a la
venta en autoservicios y
farmacias de Quito,
Ecuador, se considera los
agentes antisépticos
capaces de inhibir el
crecimiento y desarrollo de
microrganismaos.

sustancias de control
probadas de inhibicién o no,

un solo observador para
la medicion del halo de
inhibicién, con conocimiento
y experiencia previa

Mediciéon

medicion de halos de
inhibicion con el método
Kirby- Bauer, con regla
milimétrica y microscopio

no aplica

se evalta la inhibicién o
no del producto comercial

control positivo
clorhexidina al 0.12%
(producto comercial
Encident ® enjuague y
dentifrico) y  control
negativo suero fisiologico

con

eliminacion de variable
subjetiva

Autor: Dra. Ana Maria Cabezas

Escala

menor de 8 mm = resistente (0),
8 a 13 mm = sensible al limite
(1), 14 a 18 mm = muy sensible
(2, mayor a 18 mm =
sumamente sensible (3)

no aplica

escala netamente cualitativa ( si
0 no)

escala 0 = control positivo,
escala 1 = control negativo

no aplica
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3.5 Recursos materiales e instrumental

Los materiales utilizados en esta investigacion se encuentran detallados a

continuacion:

Materiales

e Cepa pura de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC® 29522

e Placas de Agar Chocolate

e Pastas dentifricas pediatricas: Colgate Smiles® de Colgate, Denture Kids®
de Lamosan, Blendy® de Blendax, Bucal-B Pro-Salud Stages® de Bucal B,
y Aquafresh kids® de Aquafresh

e Enjuagues bucales pediatricos: Colgate Plax Kids® de Colgate, Denture
Kids® de Lamosan y Blendy con Xilitol® de Blendax

e Controles positivos y negativos: suero fisiolégico y clorhexidina 0,12%
enjuague y dentifrico Encident®

e Cajas Petri

e Incubadora

e Discos de papel

e Estufa

e Pipetas
e Agitador
e Pinzas

e Hisopos estériles
e Guantes

e Mascarillas

e Gorro

¢ Regla Milimétrica

e Sobres para generacion de condiciones anaerobias AnaeroGen™ 2.5
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3.6 Procedimientos y técnicas
3.6.1 Procedimientos

La activacién de la cepa se realizé siguiendo el manual con las especificaciones del
fabricante, se anexa el método de activacion (anexo 6). Con el sobre de Agar Chocolate se

realizé la siembra de la cepa incubandola a 35 °C en 5% de CO2 en un periodo de 48 horas.

Una vez activada, la bacteria se la recopilo durante pocos minutos, observando
colonias de aproximadamente 0,5 - 1 mm de didmetro, con caracteristicas de forma circular,

convexa, bordes irregulares, de tipo estrella y con coloracién de cocobacilos gram negativos.

Una vez preparado el Agar Chocolate, se colocd en una caja Petri una siembra de la
bacteria con técnica de estriacion y se las llevo a incubacién en un periodo de 48 horas para
tener un respaldo de la bacteria.

Para el estudio experimental, se tomo la muestra de la bacteria y se realiz6 la
siembra de 15 cajas Petri. En cada una de las cajas se coloc6 cinco discos de papel blanco
estériles de 6 mm de diametro, los cuales fueron embadurnados cada uno con 0.20 mililitros
de dentifricos pediatricos ya mencionados diluidos con suero fisiol6gico en una relacion de 5
gramos a 10 mililitros de suero fisioldgico, obteniendo una concentracion de 0.05% y
llevados a incubacion por 48 horas con sobres para generacion de condiciones anaerobias
AnaeroGen™ 2.5L (anexo 8).

De igual manera, se coloc6 en cajas Petri con muestra de bacteria pre sembrada,
discos de papel blanco estériles (factura de discos en anexo 7) de 6 mm de diametro
embadurnados cada uno con 0.20 mililitros de enjuagues pediatricos previamente descritos y
llevados a incubacion por 48 horas con sobres para generacion de condiciones anaerobias
AnaeroGen™ 2.5L (anexo 8).

Posterior a las 48 horas, se realiz6 la observacion del halo de inhibicién que
produjeron los dentifricos y enjuagues pediatricos a la muestra bacteriana, esta lectura se
realizd mediante la técnica de Kirby-Baurer, y se compard los resultados de las muestras de
dentifricos y enjuagues pediatricos segun sus principios activos, con un control positivo de un

colutorio de clorhexidina al 0.12% y con un control negativo de suero fisiol6gico.
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3.6.2 Estandarizacion de la experimentacion

Para la estandarizacion del experimento se contd con cepas estandar que aseguran
comportamientos homogéneos de la muestra, se adjunta el certificado de autenticidad de la
bacteria Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC® 29522 por el laboratorio

Microbiologics® (anexo 9).

Con el fin de eliminar la varianza subjetiva, para asegurar la objetividad a lo largo del
analisis y lograr una correcta estandarizacion de la evaluacion de los resultados, el presente
estudio fue realizado por un solo investigador. Para la medicién de halos se utilizaron
protocolos estandarizados en el laboratorio clinico y bacteriolégico de microbiologia de la
Facultad de Quimica de la Universidad Central del Ecuador a cargo de la doctora Rachide

Acosta, microbidloga.
3.6.3 Métodos de recolecciéon de informacidén y manejo de datos

La recoleccion de la informacién de este estudio experimental, se la realizé con un
enfoque cualitativo y cuantitativo, en el cual se observo la inhibicion o no del halo de
crecimiento de la cepa bacteriana por medio de los dentifricos y enjuagues pediatricos y el
tamafio de dicho halo para conocer la eficacia de los productos frente a la enfermedad

periodontal.

Para evaluar los resultados se utilizé un microscopio y una regla milimetrada con la
cual se determindé manualmente la medicion del halo de inhibicion de la bacteria frente a los
dentifricos y enjuagues mencionados y se realizé un informe de los resultados organizados

en tablas de Microsoft Excel establecidas (anexo 10).
3.6.4 Andlisis Estadistico

Los datos fueron tabulados en una hoja de Microsoft Excel segun cada caja Petri,
cadigo de disco utilizado, diametro de halo medido y otorgando a cada uno el nivel de

sensibilidad preestablecido.

El andlisis estadistico se lo llevd a cabo con el programa SPSS, con el cual se
determiné con pruebas paramétricas y no paramétricas el nivel de significancia estadistica

de los resultados de las muestras.
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3.7 Aspectos Eticos

Este estudio experimental no tuvo ningun contacto con humanos ni seres vivos, se
realiz6 la investigacion con la cepa pura de Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC®
29522, la cual fue activada, incubada y se la llevo a analisis en laboratorio con junto con

dentifricos y enjuagues pediatricos para obtener nuestros resultados.

a. Riesgos Potenciales: la investigacion no tiene ningun tipo de efecto para el
investigador.

b. Beneficios Potenciales: Aportar cientificamente conocimiento sobre la
inhibicibn  de  crecimiento de la cepa de  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans que produce enfermedad periodontal crénica por
parte de productos dentales pediatricos de uso terapéutico en nifios.

c. Conflicto de intereses: La investigadora y la directora de esta tesis de
investigacién declaran no tener relacion alguna con entidades publicas o
privadas con las cuales se pudiera tener algun posible conflicto de interés

ocasionando un sesgo en la investigacion (anexo 11y 12).

3.8 Autorizaciones solicitadas

Previa a la realizacion de este estudio experimental se solicité la autorizacion de la
decana de la Facultad de Quimica de la Universidad Central del Ecuador, la doctora Isabel
Freire, para el uso de los laboratorios. La solicitud se realiz6 con el fin de informar cuales

eran los objetivos de nuestro estudio y los protocolos a seguir (anexo 2).

Se realiz6 la solicitud de aprobacién de un estudio de investigacion con el protocolo al
comité de Bioética de la Universidad San Francisco de Quito, siendo aprobada por el mismo

(anexo 13).



CAPITULO IV

4. Procesamiento de datos y analisis de resultados
4.1 Resultados

4.1.1 Dentifricos y enjuagues bucales expendidos en la ciudad de Quito,

Ecuador

Tabla 7. Dentifricos y enjuagues pediatricos expendidos en la ciudad de Quito, Ecuador.

Enjuagues expendidos Dentifricos expendidos
Denture Kids Denture Kids
Blendy con xilitol by Blendax Blendy Kids con xilitol by Blendax
Colgate Plax Kids Colgate Smiles

Little Teeth by Aquafresh

Oral-B ProSalud Stages

Elaborado por: Dra Ana Maria Cabezas

Fotografia 1. Dentifricos pediatricos expendidos en la ciudad de Quito, Ecuador.
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Fotografia 2. Enjuagues pediatricos expendidos en la ciudad de Quito, Ecuador.

4.1.2 Resultados de medicion de halos de inhibicidon

CLIENTE: ANA MARIA CABEZAS ESPINOSA
MUESTRA: PRODUCTOS ORALES PEDIATRICOS
FECHA DE ANALISIS: 2017/06/19
EFECTO INHIBIDOR DE CRECIMIENTO DE LA CEPA PURA DE AGGREGATIBACTER

CEPA DE ESTUDIO: AGGREGATIBACTER ACTINOMYCETEMCONCOMITANS

ATCC 295-22

LOTE 1175-02-2

FECHA DE CADUCIDAD 2017-07

RESULTADOS
AQUA FRESH ORALB | COLGATE | DENTURE | BLENDAX | COLGATE BLENDY DENTURE | ENCIDENT SUERO  |CLORHEXIDINA
PASTA PASTA PASTA PASTA ENJUAGE ENJUAGE ENJUAGE PASTA FISIOLOGICO 0,12%
REPETICION HALOS DE INHIBICION (mm)

1 0 0 0 0 0 14 0 0 19 0 28
2 0 0 0 0 0 12 0 0 17 0 26
3 0 0 0 0 0 13 0 0 18 0 28
4 0 0 0 0 0 12 0 0 18 0 28
5 0 0 0 0 0 14 0 0 19 0 27
6 0 0 0 0 0 14 0 0 19 0 28
7 0 0 0 0 0 13 0 0 19 0 27
8 0 0 0 0 0 12 0 0 18 0 28
9 0 0 0 0 0 14 0 0 19 0 26
10 0 0 0 0 0 12 0 0 17 0 28
11 0 0 0 0 0 13 0 0 18 0 28
12 0 0 0 0 0 12 0 0 18 0 26
13 0 0 0 0 0 14 0 0 19 0 28
14 0 0 0 0 0 14 0 0 19 0 28
15 0 0 0 0 0 13 0 0 19 0 26

DRA. RACHIDE ACOSTA

Gréfico 7. Resultados sobre el efecto inhibidor de crecimiento de la cepa pura de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans de productos de higiene bucal de uso pediatricos.

La tabla muestra el halo de inhibicién de cada uno de los productos sujetos a

experimentacion, del control positivo y control negativo de la muestra y sus repeticiones.
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4.2 Analisis Estadistico

4.2.1 Prueba de Normalidad

Las muestras fueron analizadas mediante prueba de Shapiro — Wilk para verificar si
provenian de una poblacién con distribucion Normal o no.

Para realizar la prueba de Shapiro — Wilk planteamos dos hipotesis a demostrar:

Ho: Las muestras provienen de poblaciones con distribucion Normal

Ha. Las muestras no provienen de poblaciones con distribucion Normal

Prueba de Normalidad: Muestra Colgate Kids Enjuague

Tabla 8. Prueba de Normalidad: Muestra Colgate Kids Enjuague.

SHAPIRO-WILK
Estadistico gl Sig.
COLGATE ENJUAGUE , 7182 15 ,002

La prueba Shapiro-Wilk empleada para verificar la normalidad indica que la
significacion esta por debajo de 5% (realizado con el 95% de confiabilidad, alfa es el
complemento 5%, si Sig < 5% los datos no proceden de una distribucién normal), por lo tanto
los datos no provienen de una distribucion normal. Se rechaza la hip6tesis de normalidad
para la muestra.
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Grafico 8. Prueba de Normalidad: Muestra Colgate Kids Enjuague.

De manera gréfica observamos la ausencia de normalidad en los datos, debido a que

los puntos de las muestras no se ubican sobre la linea trazada.

Prueba de Normalidad: Muestra Encident Pasta

Tabla 9. Prueba de Normalidad: Encident Pasta.

SHAPIRO-WILK

Estadistico

Gl

Sig.

ENCIDENT PASTA

, /55

15

,001

La prueba Shapiro-Wilk empleada para realizar la prueba de normalidad (por 15

observaciones) indica que la significacion esta por debajo de 5%, por lo tanto los datos no

provienen de una distribucion normal. Se rechaza la hipotesis de normalidad para la muestra.



70

Grafico Q-Q normal de INCIDENT PASTA

Normal esperado

T T T T T T T
165 170 175 18,0 185 19,0 195
Valor observado

Gréfico 9. rueba de Normalidad: Muestra Encident Pasta.
De manera gréfica observamos la ausencia de normalidad en los datos, debido a que

los puntos no se ubican sobre la linea trazada.

Prueba de Normalidad: Muestra Clorhexidina 0.12%

Tabla 10. Prueba de Normalidad: Muestra Clorhexidina 0.12%.

SHAPIRO-WILK
Estadistico gl Sig.
CLORHEXIDINA 0.12% ,686 15 ,000

La prueba Shapiro-Wilk empleada para realizar la prueba de normalidad indica que la
significacion esta por debajo de 5%, por lo tanto los datos no provienen de una distribucién

normal y se rechaza la hip6tesis de normalidad para la muestra.

Grafico Q-Q normal de CLORHEXIDINA 0.12%

Normal esperado

20

T T T T T T T
255 260 85 270 275 28,0 285

Valor observado

Grafico 10. Prueba de Normalidad: Muestra Clorhexidina 0.12%.
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El grafico muestra ausencia de normalidad debido a que los datos no se muestran

sobre la linea trazada.

Tabla 11.Test de normalidad de variables estudiadas.

TEST SHAPIRO -WILK

ESTADISTICO MUESTRA | SIGNIFICANCIA

COLGATE ENJUAGUE 0,782 15 0.002

ENCIDENT PASTA 0.755 15 0.001

CLORHEXIDINA 0,12% 0.686 15 0.000

ADVERTENCIAS

AQUA FRESH PASTA CONSTANTE
BUCAL B PASTA CONSTANTE
COLGATE KIDS PASTA CONSTANTE
DENTURE PASTA CONSTANTE
BLENDAX PASTA CONSTANTE
BLENDY ENJUAGUE CONSTANTE
DENTURE ENJUAGUE CONSTANTE
SUERO FISIOLOGICO CONSTANTE

Fuente: base de datos. Elaborado por: Ana Maria Cabezas

El resto de variables mantienen un valor constante en cero por lo que

estadisticamente no se realizan pruebas, se otorga una evaluacion de variable cualitativa.
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4.2.2 Estadistica descriptiva de la muestra

Tabla 12. Estadisticos descriptivos: Muestra Colgate Plax Kids Enjuague.

Estadistico
Media 13,07
Intervalo de confianza ~ Limite inferior 12,58
para la media al 95% Limite superior 13,56
Mediana 13,00
Varianza , 781
Desv. tip. ,884
COLGATE ENJUAGUE Minimo 12
Maximo 14
Rango 2
Coeficiente de variacion 6,76%
Amplitud intercuartil 2
Asimetria -,142
Curtosis -1,783

La tabla demuestra la salida de los estadisticos descriptivos para los halos con el
producto Colgate Plax Kids Enjuague. Se obtiene un promedio de 13 mm de Halos de
Inhibicidn, intervalo del 95% para la media y la mediana resulté levemente menor a la media.
Al analizar la dispersion de los datos, el coeficiente de variacion que indica que es solo un
6,76%, obteniendo una baja dispersién y alta concentracion de los datos. Los coeficientes de
asimetria y curtosis muestran una leve asimetria negativa y distribucién mas aplanada que la

normal, respectivamente.
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Gréfico 11. Distribucidn de datos para la muestra: Colgate Plax Kids Enjuague.

El grafico de caja evidencia que no existen datos atipicos ni extremos, una alta

concentracion y leve asimetria de la muestra.

Tabla 13. Estadisticos descriptivos: Encident Pasta.

Estadistico
Media 18,40
Intervalo de confianza Limite inferior 17,99
para la media al 95% Limite superior 18,81
Mediana 19,00
Varianza ,543
Desuv. tip. 737
ENCIDENT PASTA Minimo 17
Maximo 19
Rango 2
Amplitud intercuartil 1
Coeficiente de variacion 4%
Asimetria -,841
Curtosis -, 470

La salida de los estadisticos descriptivos para las muestras con el producto Pasta

Encident presenta un promedio de 18,4 mm de Halos de Inhibicién, con un intervalo del 95%

para la media y la mediana resulté mayor a la media, presentando asimetria. Al analizar la

dispersion de los datos nos centramos en el coeficiente de variacion que indica que es solo

un 4% presentando baja dispersion y alta concentracion de la muestra. Los coeficientes de
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asimetria y curtosis muestran una fuerte asimetria negativa y distribucion més aplanada que

la normal, respectivamente.

17,0 —_—

T
INCIDENT PASTA

Gréfico 12. Distribucion de datos para la muestra: Encident Pasta.

El grafico de caja evidencia claramente la alta asimetria en la distribucion de los datos

y también la alta concentracion de la muestra.

Tabla 14. Estadisticos descriptivos: Clorhexidina 0.12%.

Estadistico
Media 27,33
Intervalo de Limite inferior 26,84
confianza para la
media al 95% Limite superior 27,83
Mediana 28,00
Varianza ,810
Desuv. tip. ,900
CLORHEXIDINA 0.12% Minimo 26
Maximo 28
Rango 2
Amplitud intercuartil 2
Coeficiente de variacion 3,29%
Asimetria -,780
Curtosis -1,347

La salida de los estadisticos descriptivos para los datos de la muestra con el

producto Clorhexidina 0.12% presentan un promedio de 27,33mm de Halos de Inhibicion,
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con intervalo del 95% para la media y la mediana resulté mayor a la media. Al analizar la
dispersion de los datos el coeficiente de variacion indica que es solo un 3,29% presentando
baja dispersion y alta concentracion de la muestra. Los coeficientes de asimetria y curtosis
muestran una fuerte asimetria negativa y distribucién mas aplanada que la normal,

respectivamente.

27,5

26,51

26,0 —_—

T
CLORHEXIDINA 0.12%

Gréfico 13. Distribucion de datos para la muestra: Clorhexidina 0.12%.
En el grafico de caja se observa la alta asimetria de la distribucién y alta

concentracion de los datos de la muestra.
4.2.3 Prueba no paramétrica

Debido a la ausencia de normalidad en la distribucion de los datos, se procede a
realizar la prueba no paramétrica para determinar si existen diferencias significativas entre

las medias de cada uno de los halos de inhibicién para los productos evaluados.
Se plantea asi dos hipotesis a comprobar
Ho: No hay diferencia entre los halos de inhibicién promedio

Ha: Si existe diferencia en al menos uno de los promedios
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4.2.3.1 Estadisticos de contraste

Tabla 15. Prueba de Kruskal-Wallis para estadisticos de contraste.

HALOS DE
INHIBICION(MM)
Chi-cuadrado 39,922
Gl 2
Sig. asintét. ,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacién: Producto

Dado que la significacién es menor al 5% se rechaza la hipétesis de igualdad, por lo
tanto se puede asumir diferencias significativas en los promedios de los halos de inhibicion

generados por los productos.
4.2.3.2 Pruebas no paramétricas

Se plantea asi dos hipotesis:

Ho: Las muestras proceden de poblaciones con la misma distribucion de probabilidad

(medias similares)

Ha: Existen diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones (medias no

similares)
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Promedio en mm del halo de inhibicion
de las muestras

CLORHEXIDINA 0.12%

ENCIDENT PASTA

COLGATE KIDS ENJUAGUE

Grafico 14. Promedio en mm de halo de inhibicion de las muestras.
Se puede observar la presencia de diferencias en al menos un promedio por lo que

se procede a realizar los contrastes dos a dos.
4.2.3.3 Contrastes dos a dos

Se plantea las siguientes hipotesis:
Ho: Promedios de halos de inhibiciéon de Colgate Enjuague = Promedios de halos de
inhibicion de Encident Pasta

Tabla 16. Comparacion dos a dos Colgate Plax Kids enjuague y Encident Pasta.

Estadisticos de contraste®

HALOS DE

INHIBICION(MM)
U de Mann-Whitney ,000
W de Wilcoxon 120,000
Z -4,757
Sig. asintot. (bilateral) ,000
Sig. exacta [2*(Sig. ,000?
unilateral)]

a. No corregidos para los empates.
b. Variable de agrupacién: PRODUCTO

Ho: Promedios de halos de inhibicion de Colgate Enjuague = Promedios de halos de

inhibicion de Clorhexidina 0,12%
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Tabla 17. Comparacién dos a dos Colgate Plax Kids enjuague y enjuague clorhexidina al 0.12%.

Estadisticos de contraste®

HALOS DE
INHIBICION(MM)
U de Mann-Whitney ,000
W de Wilcoxon 120,000
z -4,771
Sig. asintét. (bilateral) ,000
Sig. exacta [2*(Sig. a
ungillateral)] 25 000

a. No corregidos para los empates.
b. Variable de agrupacion: PRODUCTO

Ho: Promedios de halos de inhibicion de Encident Pasta = Promedios de halos de
inhibicion de Clorhexidina 0,12%

Tabla 18. Comparacion dos a dos Encident Pasta y enjuague con clorhexidina al 0.12%.

Estadisticos de contraste®

HALOS DE
INHIBICION(MM)

U de Mann-Whitney ,000

W de Wilcoxon 120,000

Z -4,794

Sig. asintét. (bilateral) ,000

Sig. exacta [2*(Sig. ,000%
unilateral)]

a. No corregidos para los empates.
b. Variable de agrupacion: PRODUCTO
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Gréfico 15. Comparacion de medias dos a dos.

Conclusion de los tres contrastes:

Para los tres contrastes, la significacion es menor al 5%, por lo tanto se rechaza la
hipotesis de igualdad de los promedios de halos de inhibicién en los productos, se puede

afirmar si se encuentran diferencias significativas entre los pares contrastados.

4.2.4 Andlisis cualitativo de muestras con valor constante.

Tabla 19. Muestras con valor constante.

Mm de

ADVERTENCIAS inhibicién
AQUA FRESH PASTA CONSTANTE 0 mm
BUCAL B PASTA CONSTANTE 0 mm
COLGATE KIDS PASTA CONSTANTE 0 mm
DENTURE PASTA CONSTANTE 0 mm
BLENDAX PASTA CONSTANTE 0 mm
BLENDY ENJUAGUE CONSTANTE 0 mm
DENTURE ENJUAGUE CONSTANTE 0 mm
SUERO FISIOLOGICO CONSTANTE 0 mm

Fuente: Base de datos Elaborado por: Ana Maria Cabezas
A las variables que mantienen un valor constante en cero se las otorga una

evaluacion de la variable cualitativamente.
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Tabla 20. Valoracion cualitativa de variables constantes.

VALORACION CUALITATIVA DE VARIABLES
CONSTANTES

AQUA FRESH PASTA NO INHIBE
BUCAL B PASTA NO INHIBE
COLGATE KIDS PASTA NO INHIBE
DENTURE PASTA NO INHIBE
BLENDAX PASTA NO INHIBE
BLENDY ENJUAGUE NO INHIBE
DENTURE ENJUAGUE NO INHIBE
SUERO FISIOLOGICO NO INHIBE

Se describe cualitativamente la no inhibicién por parte de las muestras Aqua Fresh
Pasta, Bucal B Kids Pasta, Colgate Kids Pasta, Denture Pasta, Blandax Kids Pasta, Blendy
Enjuague, Denture Enjuague y Suero Fisiolégico.

Algunos productos de higiene bucal presentaron crecimiento de la cepa de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

4.3 Discusion

Este estudio in vitro del efecto inhibidor de crecimiento de la cepa pura de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans de dentifricos y enjuagues bucales de uso
pediatrico tiene ciertos aspectos que comparados con otros estudios se ponen en

consideracion para valorar o determinar la validez de los hallazgos encontrados.

La fase experimental de medicion del halo de inhibiciébn de crecimiento de la
cepa, fue realizada utilizando el protocolo de activacion de la bacteria en agar
chocolate a 35 grados durante 48 horas como lo realizo Andrade en el 2017, de esta
manera se obtuvo una correcta activacion de la cepa para fines de nuestra

investigacién (Andrade, 2017).

Se realizaron 15 muestras de cada dentifrico y enjuague pediatrico estudiado,
15 del control positivo en pasta y liquido y 15 del control negativo. Hallando
diferencias estadisticamente significativas entre el promedio de halos inhibitorios de

los antisépticos.
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El cloruro de cetilpiridinio y la clorhexidina 0,12%, obtuvieron resultados
positivos en la inhibicion de crecimiento de la cepa, sin embargo presentan

diferencias estadisticas significativas.

Acerca del efecto antiséptico del cloruro de cetilpiridinio sobre la cepa de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans se encuentran la investigacion de Andrade
en el 2017, que muestren su efecto en menor grado que la clorhexidina 0,12%, sin
embargo nuestra investigacion le otorga un efecto aceptable de inhibicion frente a
esta cepa (Andrade, 2017).

El efecto de la clorhexidina al 0,12% utilizada como control positivo tanto en
dentifrico como enjuague bucal para la inhibicion de crecimiento del Aggregatibacter
actinomycetemcomitans ha sido comprobado previamente, con buenos resultados
para el control de gingivitis, sangrado y eliminacién de patégenos periodontales
(Bascones & Morante, 2006) (Contreras C, Vasquez MP y Maita LM, 2008). Dando
como resultados favorables para el agente antiséptico como lo comprobado en

nuestro estudio.

El agente antiséptico de la clorhexidina al 0.12% tanto en dentifrico como
enjuague mostrdé la mayor inhibicion de crecimiento del patégeno periodontal a
estudiar, sin embargo sus limitaciones, efectos secundarios y reacciones adversas
han sido bien descritas. Advirtiendo de las mas importantes como la ototoxicidad,
perdida de sabores, sabor amargo en boca y manchas y tinciones en dientes,
restauraciones, sellantes, protesis y aparatos de ortopedia (Contreras C, Vasquez
MP y Maita LM, 2008) (Arora, 2014).

Existen reacciones alérgicas locales por el uso de clorhexidina con sintomas
como broncoespasmo, tos, disnea, prurito, congestién nasal, rash vesicular, urticaria
y picazén. En cavidad bucal se reporta casos de parotiditis e irritacion de la lengua
(Kidd, 1991 ) (Alderete D. y cols, 2017).

Se reporta una baja toxicidad sistémica del uso de clorhexidina, sin embargo
puede producir lesiones graves en 0jos y oidos, irritabilidad de piel y mucosa. A su

vez tiene efectos sobre los fibroblastos gingivales y los neutréfilos causando la lisis y
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reduciendo la proliferacion celular. Por la naturaleza de la sustancia y sus
propiedades se reporta una alteracion del gusto, sobre todo perdida de

reconocimiento del sabor salado y amargo (Hernandez JJ y Martinez GM, 2004)

Si bien se conoce numerosos estudios en el uso del xilitol como agente terapéutico
contra la carie, se evalla su ineficacia contra el patégeno Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, tanto en dentifricos como en colutorios de uso pediatrico ya que no
se expreso inhibicién de crecimiento de la cepa en este estudio (Janakiram C, Deepan
Kumar CV and Joseph J, 2017).

Estudios han demostrado la efectividad de la terapia periodontal al combinar el
cepillado con el uso de clorhexidina para la reduccion de sangrado gingival en nifios,
pues la remocion mecanica interdental con la accion quimica bactericida y
bacteriostatica dan excelentes resultados (Contreras C, Vasquez MP y Maita LM,
2008) (Binney, 1993) (Quirynen, 2001).

En esta investigacion, el halo de inhibicion de crecimiento de la cepa del
patdogeno a estudiar del cloruro de cetilpiridinio fue menor que la clorhexidina al
0,12% pero su efecto antiséptico y bajo reporte de reacciones adversas lo convierte
en un antiséptico conveniente para pacientes pediatricos. Pérez en el 2015 reportd
al cloruro de cetilpiridinio como un antiséptico eficaz para la prevencion de
enfermedad periodontal, que no presenta reacciones secundarias importantes ni
resistencia bacteriana, con un sabor agradable que permite que los pacientes se

adhieran mejor al tratamiento (Pérez, 2015).

Sobre el uso de dentifricos pediatricos para el control de patdégenos
periodontales no se encuentra investigaciones. El estudio realizado muestra una
ineficacia por parte de los agentes terapéuticos de los dentifricos pediatricos
expendidos en Quito, sin embargo se recomienda continuar con investigaciones de

estos productos con diferentes patdgenos de cavidad bucal.

Un tratamiento bucal apropiado contra la enfermedad periodontal, debe abarcar tanto
una terapia mecénica, como quimica para lograr tener éxito en el control de los patégenos.
Para ello, tanto los agentes terapéuticos de los dentifricos como los antisépticos de los

enjuagues bucales son de gran importancia. Sin embargo, el presente estudio muestra una
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ineficacia de los dentifricos con distintos componentes y concentraciones para la inhibicion

de crecimiento de la cepa de Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

La intencion de este estudio es crear conciencia entre la poblacion, odont6logos y
fabricantes sobre el efecto de los productos de higiene bucal pediatrica en la prevencion del
patdgeno periodontal Aggregatibacter actinomycetemcomitans para un apropiado uso de los

mismos.



CAPITULO V

5. Conclusiones y Recomendaciones

5.1 Conclusiones

En base a la metodologia utilizada en las distintas etapas de esta investigacion las

siguientes conclusiones parecen ser validas:

1. Los dentifricos pediatricos expendidos en autoservicios y farmacias de la
ciudad de Quito, Ecuador son: Colgate Smiles, Denture Kids, Blendy de
Blendax, Bucal-B Pro-Salud Stages, Aquafresh kids de Aquafresh y los
enjuagues pediatricos expendidos son: Colgate Plax Kids, Blendy con Xilitol y
Denture Kids.

2. Los dentifricos pediatricos expendidos en la ciudad de Quito, no resultaron
eficaces para la inhibicion del halo en Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. El dentifrico efectivo frente a la cepa especifica fue a
base de gluconato de clorhexidina al 0.12% utilizado en comparacion como
control positivo.

3. En cuanto a los antisépticos bucales, el cloruro de cetilpiridinio tuvo un efecto
inhibidor del halo en Aggregatibacter actinomycetemcomitans, en menor grado
al obtenido con clorhexidina 0,12%, sin embargo su efecto antiséptico fue
aceptable, presentdndose asi como la mejor opcién pediatrica frente a esta

cepa.

4. En esta investigacion, si se detecto diferencia significativa en cuanto a la
accion antiséptica de los productos pediatricos del efecto de la clorhexidina y
el cloruro de cetilpiridinio con el xilitol, segun la inhibicion del halo de

crecimiento en Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

84
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El xilitol tanto en dentifricos y enjuagues de uso pediatrico no presentan efecto
inhibidor del halo en Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

De los productos utilizados en esta investigacion, el enjuague a base de
cloruro de cetilpiridinio podria ser utilizado para prevenir una afectacion por
Aggregatibacter actinomycetemcomitans por pacientes pediatricos.

Sin embargo, la clorhexidina al 0,12% tanto en dentifrico y enjuague, resulto
ser el mas efectivo antiséptico bucal en inhibicion del halo en Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, siendo superior su accion a la obtenida con
antisépticos a base de xilitol y cloruro de cetilpiridinio.

Las hipotesis presentadas al inicio de este estudio fueran negativas, ninguno
de los dentifricos pediatricos utilizados inhibieron el halo de crecimiento de la
cepa de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, mientras que en enjuagues
solamente el cloruro de cetilpiridinio presenté inhibicion del crecimiento del
halo para esta bacteria especificamente.

5.2 Recomendaciones

Las recomendaciones que surgen de esta investigacion son:
A investigadores:

Profundizar en el estudio de antisépticos bucales para el control de la placa
con Aggregatibacter actinomycetemcomitans por ser un patégeno periodontal
de alta prevalencia e incidencia en la poblacion.

Se recomienda experimentar con la cepa de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans utilizando productos con agentes antisépticos
naturales que puedan ser utilizados en pacientes pediatricos.

Se recomienda realizar esta investigacion primero in vivo con animales de
estudio para después realizarla con pacientes reales y asi contrastar los
resultados.

Investigar sobre las cepas periodontales mas agresivas que se presentan

actualmente con mayor frecuencia en las poblaciones pediatricas.
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Al odontélogo:

1. Mantenerse actualizado en las investigaciones realizadas de los
medicamentos, para que su eleccion de productos a recetar otorgue a sus
pacientes mejores resultados.

2. Realizar reportes de casos de enfermedades periodontales pediatricas con
sus correspondientes tratamientos y controles de seguimiento para comparar
con las investigaciones descritas.

3. Fortalecer la prevencion de enfermedades periodontales con el uso de
antisépticos bucales, conjunto con el cepillado mecéanico, para evitar la

formacion de biopeliculas y patologias periodontales.

Se recomienda una mayor vigilancia de las etiqguetas de los productos
expendidos, para verificar porcentajes de sus contenidos y dosificaciones sobre todo
de agentes terapéuticos, por parte de las direcciones correspondientes del Ministerio
de Salud Publica
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Anexo 2.Solicitud de uso de laboratorio.

Quitp, &de Junic de 2017
Dochora
Izabel Fisrro
Decana de la Facultad de Quimica
Universidad Central del Ecuadaor
Cuito

Fresents.-

Por medio de la presente me dirijo 3 wsted, tras darle un cordial saledo, yo Ana Maria
Cabezas Espinosa con cedula de identidad 1714111042, estudiante de Odontopediatria de la
Escuela de Odontologia de la Universidad San Francisco de Quito, solicitando su autorizacion del
uso de las instalaciones del laboratorio de bioguimica para el estudio experimental de mi
investizacion de tesis gue mantengo realizando. Con tema de tesis: “Efecto inhibidor de
crecimiento de ls cepa pura de Aggregsfibacter achinomycefemcomitans de dentifricos orales de
uso pedidtrico” para dar continuacion a investigaciones raslizadas por la Universidad Central del
Ecusdor, solicito amablemants su cooperacion para 2l mismo.

Agradeciendole desds ya por su gentileza v syveda &n mi investigacion,

Atentaments,

i, Ana Maria Cabezas

Telefono de contacto: 0S20449540
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Anexo 3.Certificacion de uso de laboratorio.

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO Y BACTERIOLOGIGO

CERTIFICADO

Certifico que la Sefiorita CABEZAS ESPINOSA ANA MARIA, con Cédula de Identidad No.
171411104-2, realizé las pruebas diagndsticas bacterioldgicas en el Laboratorio
Microbiolégico de la Facultad de Ciencias Quimicas, de la Universidad Central del
Ecuador en conjunto con la Dra. Rachide Acosta, para el estudio de su tesis con el tema
“EFECTO INHIBIDOR DE CRECIMIENTO DE LA CEPA PURA DE AGGREGATIBACTER
ACTINOMYCETEMCOMITANS DE DENTIFRICOS ORALES DE USO PEDIATRICO”.
Dicho estudio fue realizado con las normas de calidad establecidas.

La mencionada sefiorita puede hacer uso de este documento como crea conveniente
a sus intereses.

Quito, 4 de septiembre del 2017

\”“&&M Duﬁh
‘—-/’
Dra. Rachide Acosta

JEFA DE LOS LABORATORIOS DE
ANALISIS CLINICO Y BACTERIOLOGICO

Direccidn: Francisco Viteri sin y Gilberto Gatto Sobral — Teléfonos: 2502-456 — 2502-262 Ext. 16 - Quito
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Anexo 4. Protocolo especifico de manejo de desechos infecciosos.

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO Y BACTERIOLOGICO
PROTOCOLO DE MANEJO DE DESECHOS INFECCIOSOS

a) Los cultivos de agentes infecciosos y desechos bioldgicos, cajas Petri,

b)

c)

d

)

e)

g)

h

=

placas de frotis y todos los instrumentos para manipular, mezclar o
inocular microorganismos son recolectados en un recipiente especifico
rotulado y son llevados al “area de generacion”.

Los desechos seran clasificados y separados, por los responsables en el
area de generacion.

Las Cajas Petri, los tubos de ensayo de vidrio, Hisopos contaminados se
colocaran en autoclave para el proceso de esterilizacion mediante la
combinacion de calor y presion proporcionada por el vapor de agua, en
un tiempo determinado a 134° C, a 1,1 atmésferas por un periodo de 30
min.

Se deja enfriar aproximadamente por 30 minutos.

Las placas, portaobjetos y cubreobjetos, se deja en un recipiente de
vidrio para su posterior descontaminacién (hipoclorito 5.000 ppm durante
20 minutos), se lava con agua y detergente.

Posterior a ello todo el material de desechos generado y previamente
tratado se coloca en funda roja rotulada que contiene la siguiente
informacién: contenido (cortopunzante, infeccioso), peso, fecha y
persona responsable. Se realiza el traslado del material generado al
cuarto de Depdsito Final de Desechos de la Facultad de Ciencias
quimicas hasta su recoleccion.

El personal responsable observando los lineamientos de bioseguridad
correspondiente usa guantes, mascarilla, gorro, que posteriormente son
desechados en fundas rojas.

El manejo externo de desechos biolégicos, es efectuado por la Empresa
Publica Metropolitana Integral de Residuos Sélidos. “EMGIRS-EP”,
quienes trabajan conjuntamente con el laboratorio de la Facultad de
Ciencias Quimicas, y son los encargados de retirar del area de Deposito
los desechos Infecciosos, biolégicos y especiales.

Quito, 4 de septiembre del 2017
loac Dl Nuds O AE™E
‘ / \ &y @

Dra. Rachide Acosta
LABORATORIO CLINICO Y BACTERIOLOGICO =

Direccidn: Francisco Viteri sin y Gilberto Gatto Sobral — Teléfonos: 2502-456 — 2502-262 Ext. 16 - Quito
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Anexo 5. Certificacion de esterilizacion del material utilizado.

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS
LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO Y BACTERIOLOGICO

CERTIFICADO

El Laboratorio Clinico y Bacteriol6gico de la Facultad de Ciencias Quimicas, de la
Universidad Central del Ecuador, certifica que todo el material utilizado en la
realizacién de las tesis de la Facultad de Odontologia, es sometido a proceso de
esterilizacion previo a su uso.

Quito, 4 de septiembre del 2017

Dra. Rachide Acosta
JEFA DE LOS LABORATORIOS DE

ANALISIS CLINICO Y BACTERIOLOGICO

Direccidn: Francisco Viteri s/n y Gilberto Gatto Sobral - Teléfonos: 2502-456 — 2502-262 Ext. 16 - Quito
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Anexo 6. Método de activacion de bacterias.

TECHNICAL INFORMATION BULLETIN TiB.081

O Microbiologics®

RECOMMENDED GROWTH REQUIREMENTS
LYFO DISK® AND KWIK-STIK™ Microorganisms

SELECTION OF GROWTH REQUIREMENTS

1

Primary growth on a nonselective agar medium is preferred. Primary growth in a fluid medium
should only occur in special instances or when recommended. Because of the manipulations
required during hydration, it is difficuit to obtain purity of a lyophilized strain in a fluid medium. A
contaminant may completely overgrow and obscure the presence of the lyophilized strain.

The following information lists which method should be used to grow the various
microorganism species. Descriptions of methods follow the microorganism list.

Acetobacter sp. Method 3
Note: Incubate at 25°C in CO: for 3-4 days.
Achromobacter sp. Method 1
Acinetobacter sp. Method 1
Actinobacillus sp. . Method 3
Actinomyces sp. Method 4
Aerococcus sp. Method 1
Aeromonas sp. Method 2
Note: A. hydrophila should be incubated at 30°C. A. salmoncida should be incubated at 25°C
Aggregatibacter sp. - Method 3
Alcaligenes sp. Method 1
Alicyclobacillus sp. Method 12
Note: A. acidoterrestris, Microbiologics #0265, should be incubated at 45°C.
Alloiococcus sp. Method 2
Amylomyces sp. Method 5
Aneurinibacillus sp. Method 1
Aquaspirillum sp. Method 1
Note: Incubate at 25°C for 6 days.
Arcanobacterium sp. Method 2
Arthrobacter sp. Method 1
Note: Incubate at 25° C
Aspergillus sp. Method 5
Note: A. flavus does not grow well on Standard Methods Agar (Plate Count Agar).
Bacillus sp. Method 1

Note: Some Bacillus sp. demonstrate better recovery on subculture when the stock organism growth is
maintained at room temperature rather than 2-8° C

Bacteroides sp. Method 4
Note: B. ureolyticus should be incubated 5 days. The colonies are very small. Several subculture plates may
need to be inoculated in order to have sufficient quantity of the microorganism for testing.

Bifidobacterium sp. Method 4
Bordetella bronchiseptica Method 20
Bordetella parapertussis Method 21
Bordetella pertussis Method 21
Brevibacillus sp. Method 1
Brevundimonas sp. Method 1
Brochothrix sp. Method 1
Note: Incubate at 25°C
Buavicia sp Method 1
Note: Incubate at 25°C.
Burkholderia sp Method 1
Campyiobacter sp Method 6

Page 10f 6
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Continuaciéon Anexo 6

TECHNICAL INFORMATION BULLETIN TiB.081
Rhodotorula sp. Method 5
Saccharomyces sp. Method 5
Note: Sabouraud Dextrose Emmons Agar is the best medium for growth of Saccharomyces sp
Salmonella sp. Method 1
Scopulariopsis sp. Method 5
Serratia sp. Method 1
Shewanella sp. Method 10
Shigella sp. Method 1
Sordaria sp. Method 5
Note: Sordaria sp. sporulates better on Sabouraud Dextrose Emmons Agar than on Sabouraud Dextrose Agar
Sphingobacterium sp. Method 1
Sphingomonas sp. Method 1
Note: Incubate at 25°C.
Sporidobolus sp. Method 5
Staphylococcus sp. Method 1

Note: The degree of resistance of S. aureus, Microbiologics #0158, to Vancomycin tends to decrease depending
on age of culture, type of media, and number of subcultures. For best results, propagate strain on Brian Heart
Infusion Agar with 4mcg/mL Vancomycin.

Stenotrgphomonas sp. Method 1
Note: Incubate at 30°C.
Streptococcus Sp. Method 2

Note: S. cricetus must be incubated in a microaerophilic environment. Streptococcus sp.. Microbiologics #0978,
should be grown in CO..

Streptomyces sp. Method 5
Note: Streptomyces sp. does not grow on Potato Dextrose Agar.
Thermoanaerobacterium sp. Method 4

Note: Primary growth medium for T. thermosaccharolyticum, Microbiologics #0728, is Cooked Meat Medium.
Incubation at 45°C for 72 hours is required. After initial growth, organism may be grown on Anaerobic Blood Agar
which is incubated at 45°C for 72 hours in anaerobic atmosphere.

Trichophyton sp. Method 5
Trichosporon sp. Method 5
Ureaplasma sp. Method 13
Veillonella sp. Method 4
Vibrio sp. Method 10
Virgibacillus sp. Method 1
Yarrowia sp. Method 5
Yersinia Sp. Method 1
2Zygosaccharomyces sp. Method 5

Note: Z. bailii, Microbiologics #01011, does not grow well on nonselective Sheep Blood Agar, Nutrient Agar, or
Tryptic Soy Agar (Soybean Casein Digest Agar).

3. The following information lists methods for growing microorganisms. When possible, more than
one type of agar medium per method is listed.

Method 1
« Tryptic Soy Agar (Soybean Casein Digest Agar), nonselective Sheep Blood Agar, Standard Methods Agar
(Plate Count Agar) or Nutrient Agar - 35°C in aerobic atmosphere — 24 to 48 hours.

Method 2

« Nonselective Sheep Blood Agar - 35°C in aerobic atmosphere — 24 to 72 hours. Growth of some species
such as Streptococcus and Arcanobacterium are enhanced by CO2 enrichment of the incubation
atmosphere. 5% CO2 is recommended for the culture of Streptococcus pneumoniae and other
streptococcal species of the viridians group.

Method 3
e Chocolate Agar - 35°C in 5% to 7% CO, — 24 to 48 hours.

Method 4
« Anaerobic Blood Agar 35°C in Anaerobic Environment — 48 1o 72 hours.
« Some obligate anaerobes may require 5 to 7 days to demonstrate sufficient growth.

o Fresh prepared Nutrient Agar, Tryptic Soy Agar (Soybean Casein Digest Agar), Standard Methods Agar
(Plate Count Agar) are appropriate alternatives for gome Clostridium species together with an additional
period (24 hours) of incubation.

TIB.081 Revision B Page 4 of 6
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AnaeroGen™2.5L

GB For the generation of anaerobic conditions.

D Zur Erzeugung anaerober Bedingungen in
Anaerobierbeutein.

F Pour I'obtention de conditions d'anaéobiose.
| Per la produzione di condizioni anaerobie.
DK Til udvikling af anaerobe forhold.

S For att skapa anaerob miljé.

P Para geragao de condigbes anaerdbias.
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Cz Pro vytvoreni anaerobnich podminek.
Pt-Br Para geragéo de condigées anaerébias.
NO Til utvikling av anaerob milje.

ESP Para generacion de condiciones anaerobias.

25°C
ANO025A ® n,ﬂ

Anexo 8. Sobres para generacion de condiciones anaerobias.

N

AnaeroGen™2.5L

GB For the generation of anaerobic conditions.
ESP Para generacion de condiciones anaerobias.
D Zur Erzeugung anaerober Bedingungen in
Anaerobierbeutein.

F Pour I'obtention de conditions d’anaéobiose.
| Per la produzione di condizioni anaerobie.
DK Til udvikling af anaerobe forhold.

S Fér att skapa anaerob milj6.

P Para geragao de condigdes anaerébias.

GR lNa v napaywyr avaepéBiwv TUVBNKWV.
Cz Pro vytvoreni anaerobnich podminek.
Pt-Br Para geragéo de condigGes anaerébias.
NO Til utvikling av anaerob milic.
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Anexo 9. Certificado de Autenticidad de la bacteria Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC® 29522.
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Anexo 10. Informe de Resultados.
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Anexo 11. Declaracién de no conflicto de interés (investigadora).

W

Im\ 3
:‘;t% {*‘3 Aﬁé)

UNIVERSIDAD
SaN Francisco
DE Quito

Documento de declaracién de conflictos de interés.

Yo Ana Maria Cabezas Espinosa con cédula de identidad # 1714111042 en
calidad investigadora; declaro que, no existe relacién alguna entre mi parte y
cualquier entidad publica o privada de la cual se pudiera derivar algln posible
conflicto de interés que pudiera surgir por distintos tipos de relaciones, pasadas o
presentes, tales como: labores, de contratacién, consultoria, inversién, financiacion
de la investigacion, relacion familiar, y otras, que pudieran ocasionar un sesgo no
intencionado del presente manuscrito.

Dra. Ana Maria Cabezas Espindsa

C.1. 1714111042
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Anexo 12. Declaracion de no conflicto de interés (directora de tesis).

UNIVERSIDAD
San Francisco
DE QuiTOo

Documento de declaracion de conflictos de interés.

Yo Jenny Edith Collantes Acufia con cédula de identidad # 1708684103 en
calidad de tutor del trabajo de investigacion; declaro que, no existe relacion alguna
entre mi parte y cualquier entidad publica o privada de la cual se pudiera derivar
algun posible conflicto de interés que pudiera surgir por distintos tipos de relaciones,
pasadas o presentes, tales como: labores, de contratacion, consultoria, inversion,
financiacion de la investigacion, relacion familiar, y ofras, que pudieran ocasionar un
sesgo no intencionado del presente manuscrito.

Dra. Jenny Edith Collantes Acufia

C.1. 1708684103
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Anexo 13. Aprobacién de protocolo investigacion.

2017-004T

Comité de Etica de Investigacién en Seres Humanos
Universidad San Francisco de Quito
El Comité de Revisién Institucional de la USFQ
The Institutional Review Board of the USFQ

Aprobacién MSP, Oficio No. MSP-VGVS-2016-0244-0, 26 de Abril de 2016

Quito, 06 de junio de 2017

Sefiorita

Ana Maria Cabezas

Investigadora Principal

UNIVERSIDAD SAN FRANCISCO DE QUITO
Ciudad

De mi mejor consideracién:

Por medio de la presente, el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de la Universidad
San Francisco de Quito se complace en informarle que su solicitud de revision y aprobacién del
estudio de investigacion “Efecto inhibidor de crecimiento de la cepa pura de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans de dentifricos orales de uso pediatrico”, ha sido aprobada el dia de hoy
como un estudio exento.

El CEISH - USFQ aprueba el estudio ya que cumple con los siguientes parametros:

- Elproyecto de investigacién muestra metas y/o objetivos de significancia cientifica con una
justificacion y referencias.

- El protocolo cuenta con provisiones para proteger la privacidad y confidencialidad de los
participantes del estudio en sus procesos de recoleccion, manejo y almacenamiento de
datos

- El protocolo detalla las responsabilidades del investigador

Ademas el investigador principal de este estudio ha dado contestacién a todas las dudas y realizado
todas las modificaciones que este Comité ha solicitado en varias revisiones. Los documentos que se
aprueban y que sustentan este estudio es la version # 1 de mayo 31, 2017 que incluyen:

* Solicitud de revisién y aprobacién de estudio de investigacion, 7 paginas;

¢ Solicitud de NO aplicacién al consentimiento informado por escrito, 1 paginas;

® Hoja de vida de la Investigadora Principal, 2 paginas;

Esta aprobacion tiene una duracién de un afio (365 dias) transcurrido el cual se debera solicitar una
extension si fuere necesario. En toda correspondencia con el Comité de Bioética favor referirse al
siguiente codigo de aprobacién: 2017-004T. El Comité estara dispuesto a lo largo de la
implementacion del estudio a responder cualquier inquietud que pudiese surgir tanto de los
participantes como de los investigadores.

Casilla Postal 17-12-841, Quito, Ecuador

comitebioetica@usfq.edu.ec
PBX (593-2) 297-1700 ext 1149
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2017-004T

Favor tomar nota de los siguientes puntos relacionados con las responsabilidades del investigador
para este Comité:

1. El Comité no se responsabiliza por los datos que hayan sido recolectasjos antes de la fecha
de esta carta; los datos recolectados antes de la fecha de esta carta no podran ser
publicados o incluidos en los resultados.

2. El Comité ha otorgado la presente aprobacién en base a la informacién entregada por los
solicitantes, quienes al presentarla asumen la veracidad, correccién y autoria de los
documentos entregados.

3. De igual forma, los solicitantes de la aprobacién son los responsables por la ejecucién
correcta y ética de la investigacion, respetando los documentos y condiciones aprobadas
por el Comité, asi como la legislacién vigente aplicable y los estdndares nacionales e
internacionales en la materia.

Desedndole los mejores éxitos en su investigacio; olicita a los investigadores que notifiquen al

Atentamente,

William F. Waters, PhD *
Presidente Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos USFQ
cc. Archivo general, Archivo protocolo

Casilla Postal 17-12-841, Quito, Ecuador

comitebioetica@usfg.edu.ec
PBX (593-2) 297-1700 ext 1149
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FOTOGRAFIAS

Fotografia 4. Enjuagues pediatricos utilizados.
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Fotografia 6. Constatacion del laboratorio de microbiologia.
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Fotografia 8. Activacion de la cepa.
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Fotografia 10. Colocacién de la cepa para experimentacion.
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Fotografia 13. Identificacion de cajas Petri.
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Fotografia 16. Incubacién en condiciones anaerobias.
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Fotografia 19. Incubacion en condiciones anaerobias apropiadas.
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Fotografia 20. Medicion de halos de inhibicion: dentifricos.
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Fotografia 21. Medicién de halos de inhibicion: enjuagues.

Fotografia 23. Medicion de halos de inhibicion: control negativo.



