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I.  INTRODUCCION

Investigaciones realizadas por la Facultad de Odontologia evidencian que dos de
las enfermedades mas prevalentes del guatemalteco, son: caries dental y enfermedad
periodontal, las cuales son de naturaleza infecciosa. Los microorganismos se localizan
en depdsitos mucilaginosos que constituyen la Placa Dentobacteriana, y se adhieren
tenazmente a las superficies dentarias y atacan tanto estas ultimas como los tejidos de
soporte.

En otros paises se ha investigado la microbiologia de la Placa Dentobacteriana y
se han identificado microorganismos asociados con las enfermedades aludidas; como
caries y enfermedad periodontopatica. En Guatemala, no se ha estudiado este campo.
Ademas, las condiciones socioeconémicas, etno-culturales, demograficas y ecoldgicas
influyen en la flora bucal y que la hacen distinta de los paises donde se han hecho algunas
de las investigaciones mencionadas. En general, la mayoria de las acciones odontolégicas
van dirigidas al tratamiento de las secuelas de estas dos entermedades. Estos tratamientos
esencialmente curativos son de alto costo, requieren compleja y costosa tecnologia
importada de muy baja cobertura en la poblacién y que ademas no eliminan la enfermedad.
Por cuanto, es mas dificil con la tecnologia actual, atender y dar respuesta a estas
enfermedades, resultando importante orientar el esfuerzo a la busqueda de prevencién
mas temprana de dichas enfermedades.

Con base a lo anterior, se opt6 por desarrollar técnicas confiables, reproducibles
y de bajo costo para el diagnéstico de la enfermedad periodontal. En tal sentido, se orienté
este proyecto con el fin de desarrollar estas técnicas enzimaticas para la identificacién
de los principales microorganismos, que recientemente se han asociado a las fases
destructivas de la enfermedad periodontal.

En el presente cuaderno se detalla el desarrollo y elaboracién de la técnica di-
agnéstica, adaptada a nuestro medio, recursos y condiciones de trabajo.

. METODOLOGIA

2.1. Revisidn Bibliografica

La microbiologia periodontal es mas compleja que la asociada con caries dental,
y en esta area, la tecnologia enzimatica es prometedora en el area de diagnéstico.
Aproximadamente de 200 a 300 especies bacterianas colonizan la placa dental humana
(1,2, 3,), pero sélo un numero finito de ellas ha sido asociado con la enfermedad periodontal.
Elproblema del diagnéstico radica en laidentificacién y cuantificacion de los periodontopaticos,
ademés de que la flora bucal es muy compleja y altamente variada (3).

Las especies de bacterias frecuentemente asociadas con la periodontitis aduita son:

Porphyromonas gingivalis (4, 5); Bacteroides forsythus (6,7); Treponema denticola (8,9);
otras espiroquetas (5,10) y Actinobacillus actinomycetencomitans, el cual se ha relacionado
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con la periodontitis juvenil localizada y posiblemente con la periodontitis adulta (4, 11).

Las especies de bacterias frecuentemente asociadas con la periodontitis, son
organismos gram negativos. Todos son anaerobios, con excepciéon de A.
actinomycetemcomitans. Estas similitudes han llevado a la busqueda de medios que
puedan diagnosticarlas infecciones anaerdbicas que puedan detectar la actividad enzimatica
dirigida hacia proteina y péptidos (10, 12, 13). Una de estas enzimas similares a la tripsina,
llamada peptidasa, es capaz de hidrolizar el sustrato de tripsina llamado N-Benzoii-DL-
arginina-B-naftilamida (BANA); esta capacidad enzimatica la poseen: P.gingivalis, B.forsythus,
T.denticola (una espiroqueta) y una especie no identificada de capnocytophaga (6, 10).
Estos hallazgos ofrecen la oportunidad de desarrollar pruebas diagnosticas basadas en
la detencién y/o cuantificacién de uno o mas de estos microorganismos.

Una de las primeras pruebas desarrolladas en forma liquida (prueba convencional),
mide la actividad enzimatica que poseen los principales microorganismos periodontopaticos.
Esta actividad se midi6 por la hidrdlisis del sustrato enzimatico incoloro: N-benzoil-DL-
arginina-B-naftilamida (BANA) que libera el croméforo B-naftilamina, el cual cambia de
anaranjado claro a rojo cuando se agrega una gota de Rojo Garnet. Esta prueba necesita
de una noche de incubacién a 37°C (3,8,10,14).

Posteriormente se realizaron estudios en los cuales se cambié el ensayo liquido
(prueba convencional) que requiere de una noche de incubacién, por un ensayo estatico/
sélido (prueba comercial/importada), la cual puede ser leida después de 15 minutos de
incubacion. La especificidad y sensibilidad de estas nuevas pruebas fue evaluada en un
estudio multi-centros con muestras de 117 pacientes provenientes de clinicas dentales
de cuatro diferentes universidades de los Estados Unidos, siendo ellas: University of
Michigan School Dentistry, School of Dentistry, University of Missouri at Kansas City,
University of Florida School of Dentistry. Los resultados obtenidos demostraron las ventajas
clinicas de esta nueva técnica: detecta microorganismos periodontopaticos en ausencia
de enfermedad clinica; tiene habilidad para distinguir entre sitios clinicamente saludables
y sitios enfermos, ademas de ser simple y rapida (13, 15, 16).

En la Facultad de Odontologia se realizaron diversos esfuerzos y actividades a fin
de adquirir experiencia en algunas técnicas microbiologicas de interés en la practica
odontolégica. Como resultado de ello se adquirieron muestras comerciales de la técnica
anhidra (técnica importada), las cuales estan siendo utilizadas en investigaciones con
estudiantes que realizan su EPS y se han establecido algunos indicadores que permitan
identificar grupos de nifios y adolescentes con mayor riesgo de desarrollar enfermedad
periodontal (17,18,19,20).

2.2. Objetivos:

2.2.1. Generales
~ Obtener conocimiento béasico de las enfermedades bucales mas
prevalentes del guatemalteco a nivel general para desarrollar nuevos
servicios de salud, que respondan eficazmente a las necesidades mas
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importantes de salud bucal de la poblacién guatemalteca.

Desarrollar técnicas con enfoque preventivo para el ejercicio de la
profesién estomatolégica.

2.2.2. Especificos

Elaborar una técnica diagnéstica, alternativa y simplificada que permita
el diagndstico rapido, vélido y confiable de los principales microorganismos
asociados a la enfermedad periodontal activa.

Desarrollar una prueba diagnédstica simplificada y de bajo costo, que
permita identificar grupos de personas con alto riesgo de enfermedad
periodontal.

ldentificar y reproducir la reaccién enzimatica en la cual se basan las
técnicas diagnosticas importadas, y crear un recurso de diagnéstico
propio.

Realizar los primeros intentos clinicos para sentar las bases de evaluacion
en estudios clinicos a gran escala.

2.3. Procedimientos:

Inicialmente se reprodujo la prueba original (técnica convencional) utilizando los
reactivos basicos, con el fin de comprobar las ventajas y desventajas que este método

conlleva (6).

Se realiz6 de acuerdo con el siguiente esquema:

Muestra de placa subgingival
l Transferidas a un frasco con:
0.6 ml. buffer fostatos sorensen
dispensar x 20 seg. (mezclador vértice)
0.05 ml. de suspensién

0.1 ml. N-Benzoil-DL Arginina-B-Naftilamida
(BANA) l

Muestras incubadas
durante la noche a 37°C

+

1 gota de Rojo Gamet 0.1%
3



Las muestras fueron leidas por comparacion de un muestrario coloreado (de
anaranjado claro a rojo).

El anterior ensayo se realizé in-vitro e in-vivo.
Posteriormente se obtuvo la informacién de que existian cambios en la forma de

presentacion de latécnica diagnéstica (técnica importada); la cual superaba las desventajas
de la técnica convencional para transformarlas en ventajas.

Tira reactiva

Humectar 5 | |
con agua | |
I _ I |
Doblar L —
— .
Muestra de placa Sujetar
dentobacteriana
Resultado (+)
aparece coloracion
; azul celeste.
I i
! Resultado (-)
/ permanece el color
[ 5 rosa palido.
55°
Incubar a 55°C y 15' minimo
Lectura



De la técnica antes descrita y mencionada se conocfa su fundamento, el cual se
basa en una reaccién de hidrélisis de un sustrato enzimatico de tripsina: reaccién promovida
por los principales microorganismos periodontopaticos.

ENZIMA + SUSTRATO ENZIMATICO —_—
(producida por los (BANA O BAPNA) 55°C/15'
microorganismos)

PEPTIDO LIBRE + PRODUCTO FINAL - Reaccion final,
DE HIDROLISIS con la ayuda
(B-naftilamina) de colorantes.

(P-nitroanilida)

Reaccion de la cual se desconocian:

- Sustrato enzimético utilizado
i Bana o Bapna
i Concentracion.

- Colorante enzimético utilizado
i Concentracién
ii Solventes.

- Condiciones idéneas para formular la técnica diagnéstica en su nueva presentacién
anhidra.

Conelfin de evaluar e identificar los componentes quimicos y bioquimicos reportados
porlaliteratura, se procedi6 a trabajar, segin el siguiente resumen, en las siguientes etapas:
a) Preformulacién

Estudio de caracteristicas fisicoquimicas de los posibles componentes para identificar
y reproducir in-vitro la reaccién enzimatica que se lleva a cabo, para lo cual se evaluaron:

- Sustratos Enziméticos
i N-a Benzoil-DL-Arginina-B-Naftilamina BANA'
i N-a Benzoil Arginina-P-Nitroanilida BAPNA



b)

c)

d)

Productos de Hidrdlisis
i B-Naftilamina
ii P-Nitroanilida

Colorantes
i Rojo Garnet’
i Negro K!

Aditivos/solventes

i Buffer de fosfatos sorensen
ii Etanol

iii Eter

Estudio de variables
i Concentraciéon
i Temperatura
iii Solventes

Formulacion

Tamizaje de componentes y concentraciones; seleccion de los mismos.
Identificacién de la reaccién/medio liquido/In-vitro.

Reproducci6n de la reaccién con los componentes enzimaticos reales/medio liquido/
In-vivo.

Adaptacién de la férmula a un medio estatico y anhidro.

i Pruebas aisladas en varios tipos de superficie
i Seleccion de la superficie que demuestre mejores resultados.

Estudio de Estabilidad Acelerada/con el fin de determinar el tiempo de vida
util de la prueba diagnéstica.
Evaluacién Clinica Preliminar

Para determinar la sensibilidad efectiva de la técnica experimental vrs. la técnica
importada, evaluadas a nivel estudio piloto en un grupo pequefio de pacientes.



lll. COMPARACION DE OBJETIVOS Y LOGROS

OBJETIVOS

LOGROS

Desarrollar técnicas con
enfoque preventivo para el
ejercicio de la profesion
estomatolégica.

Identificar y reproducir la
reaccion enzimatica en la
cual se basan las técnicas
diagnoésticas importadas.

Se logré identificar la
reaccién enlacualse basan
las técnicas diagnoésticas
importadas.

Se identificaron los com-
ponentes solventes vy
concentraciones de los
mismos.

Elaborar una técnica
diagndstica alternativa y
simplificada que permita el
diagnéstico rapido, valido y
confiable de los principales
microorganismos aso-
ciados a la enfermedad
periodontal.

Con la identificacion de
estos componenies, sol-
ventes y concentraciones,
se logré establecer la
presentacién final de la
técnica en forma de tiras
reactivas (PERIOUSAC),
para lo cual se utilizaron
materiales disponibles y
fabricados en Guatemala.

Desarrollar una prueba
diagndstica alternativa y
simplificada de bajo costo,
que permita identificar
grupos de personasconalto
riesgo de enfermedad
periodontal.

Realizar los primeros
intentos clinicos para sentar
las bases de estudios
clinicos a gran escala.

La técnica desarrollada en
su presentacion final
(PERIOUSAC), esfuncional
in-vitro y demostré
efectividad del 20% en
estudios clinicos iniciales.




Presentacion final de técnica diagnéstica experimental (PERIOUSAC).

A la izquierda: se puede observar la técnica diagnéstica importada.

A la derecha: se observa la técnica diagnéstica experimental (PERIOUSAC),
desarrollada en la presente investigacion.
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Reaccién positiva (in-vitro) de la técnica diagnéstica experimental (PERIOUSAC).

En los lugares sefalados, se puede observar una reaccion positiva (coloracion azul),
in-vitro de la técnica diagndstica PERIOUSAC.
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Comparacion de la prueba diagnostica importada y técnica diagnéstica experimental
(PERIOUSAC).

- A la izquierda: Una reaccion positiva (coloracién azul-celeste) in-vivo de la prueba
diagnéstica importada.

- A la derecha: Reaccion positiva (coloracién azul) in-vivo de la técnica diagndstica
desarrollada (PERIOUSAC).

Ambas reacciones indican la presencia de micoorganismos periodontopaticos en
la placa dentobacteriana.
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IV. DISCUSION DE RESULTADOS

Los hallazgos de esta investigacién demuestran que en Guatemaia es posibie
desarrollar recursos diagnésticos propios, ya que se logré desarrollar una prueba diag-
nostica para identificar los principales microorganismos asociados con la periodontitis.

Inicialmente se evalué la técnica diagndstica convencional (liquida), con el fin de
comprobar sus ventajas y desventajas en nuestro medio. Esta técnica demostré buena
efectividad in-vitro; sin embargo, in-vivo es dificil distinguir su viraje de color, lo que da
lugar a falsas interpretaciones, ademas de requerir 24 horas de incubacion. También
presenta el inconveniente de no ser aplicable en investigaciones de campo por la dificultad
de trasladar equipo, el uso de cristaleria de alta precision volumétrica y el inconveniente
de preparar reactivos en el lugar de utilizacion por su corto tiempo de vida e inestabilidad
en solucion. Todas estas desventajas conducen a eliminar esta prueba como posible
alternativa, y por otra parte favorecen la utilizacion de nuevos recursos diagnésticos.

Posteriormente se identificé la reaccion enzimatica en la cual se basan otras técnicas
diagnésticas importadas, lo cual condujo al estudio y seleccion de sus componentes,
solventes y concentraciones adecuadas, lo que coincide con lo reportado por la literatura,
ya que estas nuevas técnicas diagndsticas se fundamentan en la capacidad de hidrolizar
sustratos sintéticos de tripsina que poseen tres de los principales patégenos periodontales
(4,5,10).

Esta identificacion condujo al estudio y seleccion de los componentes basicos de
latécnica, asi como a determinar sus concentraciones y solventes adecuados. Sin embargo,
el estudio no finalizé aqui, sino que presento el reto de adaptar estos componentes a una
forma de presentacion anhidra, lo cual se logré a pesar de no poseer condiciones apropiadas
de laboratorio como: ambiente libre de oxigeno, humedad controlada y poca exposicién
a la luz.

Finalmente se logré establecer la presentacién final de la técnica en forma de tiras
reactivas, para lo cual se utilizaron materiales disponibles y fabricados en Guatemala. Esta
presentacion de la técnica permitié comprobar las ventajas reportadas por la literatura (10)
(11), ya que es una prueba diagnéstica rapida, que permite disminuir el tiempo de
incubacion: de 24 horas a 15 minutos, y que ademas, simplifica el proceso, al eliminar
el uso de equipo y cristaleria de alta precision volumétrica, lo cual facilita su utilidad en
el consultorio y en investigaciones de campo.

La técnica diagnéstica desarrollada en su presentacién final (tiras reactivas
PERIOUSAC) es funcional in-vitro y demostré efectividad del 20% en estudios clinicos
iniciales. Estos resultados son satisfactorios dada la complejidad de la técnica, a pesar
de haber sido desarrollada con limitaciones de recursos, equipo e infraestructura in-
adecuada. Asimismo, estos hallazgos demuestran la necesidad de continuar este estudio,
con el fin de perfeccionar y afinar la técnica y mejorar su sensibilidad-efectividad in-vivo,
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yalavezdarinicio a unaevaluacion diagnéstica de campo en poblaciones mas significativas
en conjunto con el Programa de Diagndstico Microbiolégico de Placa Dentobacteriana,
realizado con estudiantes de Odontologia que realizan su EPS en comunidades identi-
ficadas con alta incidencia de enfermedad periodontal, lo cua! finalmente, conllevaria a
la identificacién de pacientes de alto riesgo, y a la busqueda de tratamientos preventivos
adecuados con el consiguiente beneficio de evitar las secuelas de la enfermedad.

Los resultados obtenidos enla presente evaluacidn son el eslabén que posteriormente
permitirala produccioény la disponibilidad inmediata de nuestros propios recursos diagnésticos,
lo cual incidira positivamente en la economia del pais, asi como/ﬁara que la Universidad
de San Carlos, evalie y canalice la posibilidad de producir el primer recurso diagnostico
elaborado en Guatemala para identificar microorganismos periodontopaticos.
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES RECOMENDACIONES

- Se identificaron y ensayaron in- Realizar evaluaciones diagnésticas en
vitro los componentes, concen- poblaciones mas amplias, para que de
traciones y solventes de la técnica esta manera se pueda cotejar la efec-
diagnéstica importada. tividad de la técnica in-vivo con proce-

dimientos de afinamiento y perfecciona-

- La técnica diagnéstica tiene una miento de la técnica.
efectividad in-vivo del 20% hasta
este momento. Mejorar sensibilidad de la prueba.

- Se estudiaron parcialmente las Continuar con estudio de estabilidad para
condiciones ambientales idoneas mejorar tiempo de vida (til de la prueba.
para el desarrollo de la técnica (intimamente relacionado con las
diagnostica. anteriores recomendaciones).

- Se encontré un tiempo de vida util
de 3 meses.

- Se logré establecer la forma de En base a las anteriores recomen-
presentacion final de la técnica daciones, mejorar material utilizado si
(tiras reactivas). fuera necesario.

- La presentacion final de la técnica
(tiras reactivas) se efectué con
materiales disponibles y fabricados
en Guatemala.

5.1. Sugerencias de estudios derivados y colaterales:

Estos hallazgos demuestran la necesidad de continuar con este estudio, con el fin
de perfeccionarlatécnica hasta ahora desarrollada, para mejorar su sensibilidad, efectividad
in-vivo, tiempo de vida Gtil, y a la vez, dar inicio a una evaluacién diagnéstica mas amplia,
en poblaciones donde ya se han identiticado pacientes con problemas periodontales, lo
cual permitiria una puntual retroalimentacion: entre identificacion de pacientes con alto
riesgo a desarrollar enfermedad periodontal y perfeccionamiento de la técnica.
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ANEXO No. 3

CORRELACION ENTRE CONCENTRACION DE SUSTRATO ENZIMATICO
Y CONCENTRACION DE COLORANTE.

NEGRO K

AGUA ETANOL ETER

SUSTRATO ENZIMATICO (0.01%|0.05%| 0.1% | 0.01 | 005 { 0.1 | 0.01 | 0.05 | 0.1%
BANA 0.05M t + * + + + + + +
BANA 0.1M + + + + + + + + +
BANA 0.15M + + + + + + + + +

t Débil positivo

+ Positivo

. No se utilizé la relacién BANA-negro K en agua por ser este Gltimo inestable en

dicho solvente.

. La relacién BANA 0.1M y negro K ETANOL 0.05% fue la seleccionada para
trabajar en forma anhidra.

. La relacion BANA 0.1M y negro K en éter, presenta buenos resultados, pero dicho
solvente no es funcional en superficie.
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1. INTRODUCCION:

Las enfermedades caries dental y periodontal son las de mayor prevalencia en el
mundo. En el campo de las caries dental, se ha comprobado que la etiologia de esta
enfermedad es multifactorial y que juegan un papel importante tres factores interdependientes
y esenciales: la susceptibilidad del huésped, la dieta rica en azucares (carbohidratos
artificiales) y la presencia de microorganismos cariogénicos. Se ha estudiado extensa-
mente el papel que juegan dos grupos de microorganismos: Streptococcus mutans y
Lactobacillus acidophilus en la produccién de la caries dental; diversos hallazgos clinicos-
y experimentales han permitido considerarlos como patégenos primarios, principalmente
el primero de los nombrados y por ello, son ahora utilizados como indicadores de riesgo
de caries dental (1-7).

Investigaciones realizadas en la Facultad de Odontologia evidencian la alta prevalencia
de caries dental y de Enfermedad Periodontal en el Guatemalteco. Dado el papel
determinante que éstas dos enfermedades tienen en la prevalencia de enfermedades
bucales, se hace necesario dirigir esfuerzos hacia la prevencion de dichas entidades, para
lo cual es necesario entre otras acciones, el desarrollar pruebas diagnésticas basadas en
la determinacion y/o cuantificacién de los principales agentes etioldgicos (8-11).

El presente trabajo describe el desarrollo de técnicas simplificadas para aislar y
cuantificar S. mutans y L. acidophilus; dichas técnicas fueron evaluadas in vitro e in vivo
con microorganismos etioldégicos de cepas conocidas y de saliva de pacientes con alta
prevalencia de caries. Los resultados obtenidos de sensibilidad y efectividad de las técnicas
fueron comparados con métodos de cultivo convencionales.

2. ANTECEDENTES:

El concepto previo sobre la etiologia de la caries dental involucraba a la flora
acidogénica en general. Actualmente este concepto se ha reemplazado por opiniones mas
especificas de este proceso infeccioso (12,13).

S. mutans y L. acidophilus han sido ampliamente asociados con el desarrollo de
caries. Experimentos realizados en animales utilizando ratas gnotobiéticas (16,17) vy
hamsters (18), demuestran que ciertas cepas de lactobacilos pueden causar caries dentaria.
Estudios recientes indican que la cantidad de lactobacilos puede ser relacionada en
combinacién con otras pruebas, para predecir la actividad de caries en nifios (19,20).
También se conoce que un grupo de estreptococos formadores de placa dental,
especificamente S. mutans, representa un riesgo de particular importancia (7,21).

Estudios epidemiolégicos realizados en poblaciones humanas han demostrado que
existe una fuerte correlaciéon entre S. mutans oral y la prevalencia de caries dentaria (22).
La reduccion de poblaciones de S. mutans en los dientes por medio de medidas antibacteria-
nas especificas es seguido por una reduccién en la actividad de caries. Estos experimentos
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colectivos y resultados clinicos apoyan la opinién de que S. mutans es un patégeno dental
importante, el cual puede servir como util indicador de riesgo microbioldgico en el proceso
de caries (23).

Los métodos microbioldgicos actualmente emplean medios de cultivo diferenciales,
los cuales han sido ampliamente usados en estudios clinicos para investigar varios aspectos
de relacion entre S. mutans y caries dental (24-30). En anos recientes se han propuesto
varios métodos simplificados de laboratorio para la determinacion y cuantificacién de S.
mutans. Se describié un micrométodo, el cual utiliza pequeias cantidades de una dilucién
de saliva sobre la superficie de un medio de cultivo especifico, utilizando una pipeta
semiautomatica y contando las microcolonias que aparecen en la superficie; su uso
primordial esta dirigido a estudios en gran escala de tipo epidemioldgico; no pudiendo
utilizarse en la clinica, por requerir equipo costoso de laboratorio (31). Kohler y Bratthall,
desarrollaron una técnica en la cual se utilizan espatulas de madera que son humectadas
con saliva en la boca y se presionan directamente en la superficie del medio selectivo para
S. mutans (32).

Se han propuesto otros métodos con el fin de simplificar las determinaciones de
dicho microorganismo. Una pruebabasada en un medio selectivo coloreado, fue desarrollado
por Shklair y Walter, la cual utilizaba una escala grande con pardmetros epidemiolégicos
que indicaban la presencia o ausencia de S. mutans (33). Matsukubo y colaboradores,
describié una prueba para determinaciones semicuantitativas de S. mutans, la cual se basa
en la habilidad de este microorganismo para desarrollar colonias adhesivas que se forman
en las paredes del recipiente en el que se hace el cultivo (34). Otro método para estudiar
la presencia de S. mutans en saliva fue descrito por Alaluusua y colaboradores, en el cual
la saliva estimulada por medio de trozos de parafina, es vertida sobre una placa especial
cubierta con agar mitis salivarius-sacarosa. Posteriormente se ponen discos impregnados
con bacitracina sobre las placas inoculadas y la densidad del crecimiento de colonias de
S. mutans, se miden por su desarrollo en zonas de inhibicién, luego de haber sido incubadas
(35).

3. OBJETIVOS:

3.1. General.

Desarrollar técnicas especificas que permitan el aislamiento, purificacion y
cuantificacién de microorganismos cariogénicos asociados a una de las enfermedades
bucales mas prevalentes y significativas en Guatemala, y por consiguiente, aplicar un
tratamiento cientifico al proceso de la caries dental del guatemalteco.

3.2. Especificos.
Elaborar técnicas diagndsticas para:

a) Identificar en forma rapida, cualitativa y cuantitativamente los principales
microorganismos cariogénicos.
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b) Aplicar un diagnéstico valido, temprano y efectivo, incluso en la fase
preclinica de la enfermedad.

4. METODOLOGIA:

4.1.

4.2.

Hipétesis.

En Guatemala es factible desarrollar técnicas simplificadas para determinar
cualitativa y cuantitativamente agentes cariogénicos.

Procedimientos y Técnicas Microbiolégicas.

4.2.1. Aislamiento de agentes cariogénicos (S. mutans y L. acidophilus). Se
procedié a tomar muestras de placa dentobacteriana y/o saliva de
pacientes con alta prevalencia de caries, evaluados en las clinicas de
la facultad de Odontologia de la USAC.

4.2.2. Identificacién y caracterizacién de los agentes. Se hizo por medio de
comparacién con cepas control y pruebas basicas de identificacion
microbiolégica, morfoldgica y bioquimica.

4.2.3. Cepario/almacenamiento: después de la purificacion de las cepas, se
procedié a su almacenamiento para la evaluacion de la técnica in vitro.

4.2.4. Medios de cultivo: se utilizaron dos medios de cultivo selectivos para
el aislamiento de S. mutans y L. acidophilus; para el primero, Agar Mitis
Salivarius, segun Gold (29); para el segundo, Agar Rogosa, descrito
por Rogosa y colaboradores (36).

Desarrollo, Evaluacion y Analisis de la Técnica del Micrométodo.

4.2.5. Desarrollo de Técnicas: se realizaron diversas pruebas de laboratorio
(ensayos de certeza y error) con el fin de disminuir costos, volumen
y encontrar sencillez, efectividad y confiabilidad en las posibilidades
estudiadas. Se ensayaron tres materiales: madera, vidrio y plastico.

Se descartaron los ensayos que presentaron dificultad de esterilizacién,
necesidad de envase para volumenes grandes, presentacion sofisti-
cada y dificultad de manipulaciéon. Se descartaron la maderay el vidrio;
y finalmente se eligieron envases de plastico desechables, los cuales
ademas de cumplir con las cualidades propuestas, presentaron la
ventaja de poder utilizar un volumen pequefo (3 ml. en lugar de 15
ml.), se utilizaron otros aditamentos sencillos como: discos de papel
copia o periddico, para el transporte de las muestras diluidas; pinzas
de diseccién para colocar y retirar los discos de papel (pinzas que
normalmente hay en consultorios dentales y puestos de salud).
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4.2.6. Evaluacién in vitro: la técnica que presenté mejores cualidades fue
la seleccionada para realizar las evaluaciones in vitro. Se utilizé para
ello los agentes del cepario. Se hicieron diluciones, desde 1:10 hasta
1:100,000 y se sembraron en sus respectivos medios de cultivo: S.
mutans en Mitis Salivarius y L. acidophilus en Agar Rogosa, todo en
duplicado. La incubacién se hizo a 37° centigrados, 48 horas en una
atmésfera con Diéxido de Carbono y 24 horas en atmoésfera normal.
Finalmente se realizaron los recuentos de colonias y se procedié a
realizar la correlacién estadistica con fas técnicas convencionales.

4.2.7. Evaluacién in vivo: para el efecto, se recolectaron 15 muestras de
saliva provenientes de nifios cuyas edades oscilaron entre 4 y 9 afios,
todos asistentes a la Clinica Dental de la Facultad de Odontologia.
El tamafio de la muestra se determiné en funcién de costos y
disponibilidad de tiempo.

Las muestras se procesaron de la siguiente manera:

1 ml. de saliva

dividido en
0.1 ml 0.1 ml
+ 2.4 ml. de suspension + 1.9 ml. agua tridestilada
bacitracina + buffer estéril o buffer

AN /

agitar 30 seg. en agitador vortex

0.05 ml. 0.05 ml. 0.05 ml. 0.05 ml.
técnica convencio-  técnica simplificada  técnica convencio- técnica simplificada
nal para S. mutans S. mutans nal L. acidophilus L. acidophilus

Incubar a 37°C x 48 horas
(ambiente de CO,)

24 horas (atmésfera normal)

lectura y observacion
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La muestra suspendida o diluida de saliva se humecta en su respectivo disco
de papel estéril, el cual se presiona suavemente a la superficie de cada agar y se retira
con laayuda de lapinza. Procedimiento identificado en el estudio como: “Método de huella
oimpresion”.

4.2.8. Andlisis estadistico: para comparar las dos técnicas in vitro y evaluar su
efectividad y sensibilidad, se aplicé el analisis de regresion. Para comparar las dos técnicas
in vivo (efectividad, especificidad, confiabilidad), se aplicé prueba de Chi cuadrado con
correccion de Yates a un nivel de significancia del 5%.

RESULTADOS

En la figura No. 1, se muestra la técnica simplificada (micrométodo de huella) en
la cual se utilizan materiales disponibles en nuestro pais, a saber: 2 envases desechables
de plastico que contienen cada uno 3 ml. de medio selectivo para Lactobacilo, Agar Rogosa;
y S. mutans, Agar Mitis Salivarius. Se utiliza ademas, un recipiente para recolectar la saliva;
dos circulos de papel estériles, los cuales se utilizan para ser humectados con la suspension
de saliva y poder ser aplicados posteriormente a la superficie de los respectivos medios
de cultivo. Esto es los que se denominé “Método de huella o impresiéon”.*

(*) En el cual los circulos de papel estériles humectados con suspension de saliva mas
el diluyente, solamente se presionan suavemente sobre la superficie del medio de
cultivo y son retirados con una pinza.
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En la grafica No. 1 se muestra la correlacién existente entre la técnica convencional
(Método 1) y la simplificada (Método 2) para determinar el nimero de S. mutans. Dichos
resultados son mas ilustrativos en las figuras No. 2 y No. 3.

METODO 1

|
6.0 | | T I I ]

55 | m 4
5.0 i
45 .
4.0 -
35+ = -

30 1
| | | | |

3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0
METODO 2

Coeficiente de correlacion r = 0.99

Figura No. 2 EI micrométodo utilizando el equipo convencional, distintas diluciones.
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Figura No. 3 Forma en que se presenta el micrométodo de huella o impresion, distintas
diluciones.

En la Gréafica No. 2 se observa la correlacién entre la técnica convencional y la de Huella
o Impresién, para la determinacién del nimero de Lactobacilos. Los resultados se ilustran
mejor en las Figuras No. 4, 5 y 6.

METODO 1

| | I |
50.F i =

45 8

40 w

354k u 3

3.0 | | 1 L]
35 4.0 45 5.0 5.5
METODO 2

Coeficiente de correlacion r = 0.99
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Figura No. 4. Comparacién entre la técnica con
crométodo de Huella o Impresién, en la parte inferi
en ambas técnicas.

vencional en la parte superior y el mi-
or. La densidad de crecimiento es similar

Figura No. 5. Esta figura muestra una serie de diluciones que fueron hechas directamente
en la presentacion final de la técnica del micrométodo de Huella o Impresién.
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Figura No. 6. Evaluacién clinica de la técnica de micrométodo de Huella o Impresién,
muestras de saliva. No se encontraron diferencias entre la técnica convencional y el
micrométodo. Ver anexos 1y 2.




DISCUSION

Los resultados obtenidos demuestran que en Guatemala es posible desarrollar
técnicas simplificadas para el aislamiento, identificacién y cuantificacién de microorganismos
cariogénicos. Estas técnicas desarrolladas pueden ser aplicadas para el estudio de S.
mutans. y L. acidophilus in vitro e in vivo; esto fue comprobado estadisticamente con
un indice de correlacién r=0.99 para ambos. Asimismo, la prueba estadistica de Chi
Cuadrado demostrd que no existen diferencias estadisticamente significativas al comparar
las técnicas convencionales versus las técnicas simplificadas desarrolladas en este estudio,
a un nivel de significancia del 5%. Esto permite visualizar la efectividad, confiabilidad y
sensibilidad de las técnicas desarrolladas.

Estas técnicas simplificadas ademas de poseer las anteriores caracteristicas,
presentan las ventajas de utilizar material sencillo y econémico, disponible en el pais,
lo cual apoya uno de los objetivos planteados. Puede colegirse que las técnicas simpli-
ficadas cumplen con varios requisitos: sencillez, economia, y pueden ser aplicadas tanto
enlainvestigacion como en la practicade laOdontologia a nivel individual o comunitario.

La alta sensibilidad de las técnicas, permite realizar un diagnéstico temprano, valido,
efectivo, y por ende, brindar un tratamiento cientifico al proceso de la caries dentaria y
un mejor abordaje de este problema del guatemalteco (8,9,10,11,36,39 y 40).

Paralelamente a estos hallazgos, también se creé un cepario de ambos
microorganismos, aislados de pacientes Guatemaltecos con alta prevalencia de caries;
esto con el fin de tener cepas propias y purificadas, que posteriormente se puedan comparar
con cepas extranjeras. Lo anterior permitirda una mejor comprension de la microbiota oral
del guatemalteco.

CONCLUSIONES

- Se desarrollaron técnicas simplificadas para el aislamiento y cuantificacién de
agentes cariogénicos.

- Las técnicas mostraron sensibilidad para los principales agente cariogénicos.

- Se encontré correlacion estadistica entre las técnicas convencionales y el micrométodo
de Huella o Impresién.

- No existen diferencias estadisticamente significativas entre las técnicas convencionales

y el micrométodo de Huella o Impresion para el aislamiento y cuantificacion de S.
mutans y L. acidophilus.
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- Las técnicas desarrolladas son efectivas, confiables y sensibles, lo que permite
realizar un diagndstico temprano y confiable de la actividad microbiana relacionada
con el proceso de la caries dentaria.

- Las técnicas simplificadas son sencillas y aplicables, tanto para la investigacién

microbiolégica, como para realizar diagnéstico de la actividad de caries en la clinica
dental.

RECOMENDACIONES

- Realizar una evaluacion clinica mas amplia de las técnicas de Huella o impresion.

- De acuerdo a los resultados que se obtengan del estudio clinico, depurar y simplificar
aun mas las técnicas hasta ahora desarrolladas, si este fuera el caso.

- Buscar otras técnicas para aplicarlas a nifios con diferentes tiempos de vida, como
una forma de seguir y controlar el proceso de la caries dentaria.

Agradecimiento

Se deja constancia de agradecimiento a la Ing. Guisela Gaytan por su valiosa ayuda en
el analisis estadistico de este estudio.
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ANEXO 1

Comparacion de las dos técnicas in-vivo para determinar S. mutans.

Prueba de Chi cuadrado con correccion de Yates a un nivel de significancia del 5%.

TECNICA CONVENCIONAL (a)
CRECIMIENTO TOTAL
Positivo Negativo
Mi-
cro- C 13 2 15
mé- r
to- e
do c (a,) (a,) (na)
i
de m
' 14 1 15
hue- €
lla n
t
B b b
(b) o 8, (b,) (nb)
27 3 30
TOTAL
(N,) (N,) (n)

Chi cuadrado obtenido: X2 = 1.113

Chi cuadrado critico para 1 gl. 5% de significancia X2 = 3.84
Comparando 1.113 < 3.84

Por lo tanto, las diferencias no son significativas al 5%.
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ANEXO 2

Comparacion de las dos técnicas in-vivo para determinar L. acidophilus.

Prueba de Chi cuadrado con correccion de Yates a un nivel de significancia del 5%.

TECNICA CONVENCIONAL (a)
CRECIMIENTO TOTAL
Positivo Negativo
Mi-
cro- c 12 3 15
meé- r
to- e
do c (a,) (a,) (na)
i
de m
! 13 2 15
hue- e
lla n
t
b b
(b) ° (b) (b,) (nb)
25 5 30
OTA
TOTAL (N,) (N,) (n)

Chi cuadrado obtenido: X2 = 0.96
Chi cuadrado critico para 1 gl. 5% de significancia X2 = 3.84
Comparando 0.96 < 3.84

Por lo tanto, las diferencias no son significativas al 5%.
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