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Resumen

La enfermedad periodontal se asocia a un
grupo de microorganismos denominados perio-
dontopatdgenos por los factores de virulencia
que los caracterizan, entre ellos enzimas, toxinas
y elementos estructurales que agreden los tejidos
periodontales del huésped. Los mas asociados
son Porphyromona gingivalis, Tannerella fors-
ytensis, Treponema denticola y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa). El objetivo de
este trabajo fue determinar la presencia de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans en indi-
viduos diagnosticados con enfermedad periodon-
tal cronica. Se seleccionaron 55 pacientes y se
tomaron muestras de placa subgingival con conos
de papel absorbente. Se transportaron al labora-
torio de Microbiologia y fueron procesadas en
medio TSVB. Se estudié la morfologia colonial y
la microscopia. En los | 10 sitios estudiados no se
obtuvo desarrollo del microorganismo; se aisla-
ron colonias que se correspondian con morfolo-
gia de cocobacilos Gram negativos caracteristicos
de Aa; podrian ser compatibles con Haemophilus
aphrophilus, microorganismo comun en la cavi-
dad bucal y en surcos gingivales.

Palabras claves
Periodontopatogenos, periodontitis, aislamiento
de facultativos.

Summary

Periodontal disease is associated with a group
of microorganisms by periodontopathogens
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called virulence factors that characterize includ-
ing enzymes, toxins and structural elements
that attack the periodontal tissue of the host.
Most associates are Porphyromona gingivalis,
Tannerella forsytensis, Treponema denticola and
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa).
The aim of this study was to determine the pres-
ence of Aggregatibacter actinomycetemcomitans
in individuals diagnosed with chronic periodontal
disease. 55 patients were selected and subgingival
plaque samples were collected with absorbent
paper cones. Were transported to the micro-
biology laboratory and were processed in the
midst TSVB. Colonial morphology was studied
and microscopy. | 10 sites studied in no growth
of the microorganism was obtained, colonies
were isolated that corresponded to Gram-
negative coccobacilli morphology characteristic
of Aa, they may be compatible with Haemophilus
aphrophilus, microorganism common in the oral
cavity and gingival sulci.

Periodontopathogens,
insulation.

periodontitis, optional

A doenga periodontal estd associada a um
grupo de microrganismos por periodonto desig-
nados como factores de viruléncia que caracte-
rizam incluindo enzimas, toxinas e os elementos
estruturais que atacam o tecido periodontal
do hospedeiro. A maioria dos associados sdo
Porphyromona gingivalis, Tannerella forsytensis,
Treponema denticola e Aggregatibacter acti-
nomycetemcomitans (Aa. O objetivo deste estudo
foi determinar a presenca de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans em individuos com
diagnéstico de doenga periodontal crénica. 55
pacientes foram selecionados e amostras de
placa bacteriana subgengival foram colhidas com
cones de papel absorvente . Foram transporta-
dos para o laboratério de microbiologia e foram
processados no TSVB meio. Morfologia colonial
foi estudada e microscopia; | 10 locais estudados
em nenhum crescimento do microorganismo foi
obtida, as coldnias foram isoladas que corres-
pondeu a morfologia caracteristica cocobacilos
Gram- negativa de Aa , podem ser compativeis
com Haemophilus aphrophilus microrganismo

comum na cavidade oral e sulcos gengivais.

Periodontopatégenos, periodontite, isolamento
opcional.

Las enfermedades gingivoperiodontales, afec-
tan tanto el periodonto de protecciéon como el
de insercién; su origen estd relacionado con el
biofilm dental de ubicacién subgingival formado
por bacterias y sus productos. Actualmente a
la presencia de biofilm se suman factores inhe-
rentes al propio huésped. La respuesta inmune
del huésped tiende a la proteccion del mismo
pero en ocasiones puede ocasionar dafios que
llevan a la destruccion de los tejidos'. Conceptos
actuales permiten vislumbrar que la enfermedad
periodontal pasa por periodos de actividad en
los que pueden observarse pérdida dsea y otros
en los que no. Muy frecuentemente el diagnos-
tico de la enfermedad periodontal es eminen-
temente clinico y radiogréfico y orientan hacia
el dafio producido pero no alcanzan para esta-
blecer esos periodos de actividad. Para ello es
necesario el respaldo del diagnéstico microbio-
l6gico e instaurar un tratamiento que lleve a la
curacién y no solo pasar a un periodo de inac-
tividad. Desde un biofilm compatible con salud,
integrado por Streptococos sp, Actinomyces sp,
Veilonellas sp, Corynebactrerium sp y otros hasta
llegar a una placa supragingival madura con la
presencia de Haemophilus sp y treponemas. La
sucesion autogénica complejiza la flora subgingi-
val con un aumento de bacilos gram positivos y
da lugar a una gingivitis (inflamacién de la encia),
la que puede o no evolucionar a periodontitis
cuando la presencia y proporcién de microorga-
nismos anaerobios estrictos aumenta; la mayoria
de ellos son de forma bacilar y Gram negativos
y se los considera colonizadores tardios. A ellos
se suman bacilos méviles y aumentan en nimero
las formas espirilares. Las especies mas asocia-
das a destruccién periodontal son Aggregatibacter
(Actinobacillus)  actinomycetemcomitans  (Aa),
Porphyromona  gingivalis, Tannerella forsythensis
(antes Bacteroides forsythus), Prevotella intermedia,
Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus y
Eikenella corrodens'.

Aa es un bacilo o cocobacilo Gram negativo, que



muchos autores consideran habitante comensal
de la cavidad bucal principalmente el serotipo a.
Slots et al*> en un estudio en el que comparé la
presencia de Aa en lengua, mucosa yugal y bolsas
periodontales hall6 a estos bacilos preferente-
mente en sacos periodontales. Fisiologicamente
es capndfilo o anaerobio facultativo, inmévil, no
esporulado, oxidasa negativa, indol negativo,
productor de catalasa. No requiere factores de
crecimiento, fermenta carbohidratos especificos
como el almidén, sacarosa, trehalosa y lactosa.
Sus principales factores de virulencia son la pro-
ducciéon de vesiculas con toxinas extracelulares,
la leucotoxina con actividad frente a los leucoci-
tos y una toxina distensora de células epiteliales
de la encia’. Su polisacirido O permite establecer
ademas del serotipo a, los serotipos b, ¢, d, e, f
y g el serotipo b es considerado el mas leuco-
toxico y estd asociado a la periodontitis agresiva
a pesar que algunos estudios proponen la presen-
cia de este germen también en periodontitis cro-
nicas**¢. No todos los serotipos tiene la misma
actividad de virulencia sobre todo la basada en la
accion de la leucotoxina.

Aa es un germen de requerimientos exigentes
por lo tanto para su desarrollo en laboratorio
existen varios medios de cultivo para su aisla-
miento. Algunos’ han propuesto medios enrique-
cidos como agar sangre o agar chocolate, suple-
mentado con hemina, vitamina K y menadiona%;
Slots’ el medio TSBV (bacitracina,vancomicina) y
Tzukubashi'® el AAMM. El medio de Slots, con-
tiene tripteina de soja, extracto de levadura,
suero de caballo, bacitracina y vancomicina; estos
antibioticos suprimen a la mayoria de las otras
especies orales; a su vez permite un mayor aisla-
miento de Aa que los medios con sangre. Al ser
un medio transparente permite observar macros-
copicamente las colonias y distinguirla caracte-
risticamente como una colonia de 0,5 a Imm,
transparente de bordes irregulares; presenta una
formacion estrellada en el centro y es adherente
al agar, ambas caracteristicas dadas por la gran
adhesion que posee este microorganismo debido
asus fimbrias'®. Algunas caracteristicas fenotipicas
permiten diferenciarlo de Aggregatibacter (antes
Haemophilus) aphrophilus, también habitante de
surcos gingivales y placas dentales. Este microor-
ganismo, cocobacilo Gram negativo, anaerobio
facultativo presenta colonias pequefias (de 0,5 a
Imm) que necesitan mas de 48 horas para obte-

ner un gran desarrollo; son convexas, de aspecto
granuloso y pigmento amarillento. Es catalasa y
oxidasa negativo lo que permite diferenciarlo de
Aa, aunque es probable que existan cepas atipicas
que presenten variabilidad en estas reacciones'.
A diferencia de otros hemofilus no necesita de
factores X y V para desarrollar y podrian por
estudios de base molecular diferenciarse cepas
atipicas de Aa de Haemophilus aphrophilus'"'2.
El objetivo de este estudio fue establecer la pre-
sencia de Aa en enfermedad periodontal por
método de cultivo.

Participaron en este estudio 55 sujetos sistémi-
camente saludables que asistieron a las clinicas
odontoldgicas de la Facultad de Odontologia de
la Universidad del Nordeste. Cada participante
firmo6 el consentimiento informado aprobado
por el Comité de Bioética de la institucién. El
estudio se realizd en pacientes con diagnéstico
clinico de periodontitis crénica entre 35 y 65
afios de edad. Los criterios de exclusion fueron
embarazo, lactancia, presencia de diabetes o cual-
quier enfermedad sistémica que alterara el curso
de la enfermedad periodontal, terapia periodon-
tal en el dltimo afio y utilizaciéon de antimicro-
bianos en forma sistémica o topica en los seis
meses previos al examen clinico y a la toma de
muestras microbioldgicas. Después de realizar la
historia clinica y el examen clinico y radiogra-
fico completo, se registré la profundidad de bolsa
con una sonda periodontal calibrada y se clasificé
la enfermedad periodontal en leve (hasta 4mm),
moderada (entre 4 y 6 mm) y severa (mas de 6
mm).

Se seleccionaron por paciente dos sitios (110 en
total), preferentemente el primer molar superior
y el incisivo inferior, piezas en las que habitual-
mente comienzan las lesiones de periodontitis
agresiva. Después de aislar la zona con algodén
y remover la placa supragingival, se tomaron
muestras del surco gingival con conos de papel
absorbente N° 30 6 35 durante 60 segundos (Fig.
), se transportaron en medio RTFI3 hasta el
laboratorio (Fig 2). A partir de las muestras sub-
gingivales se hicieron cultivos microbiolégicos en
agar TSBV9 (tripteina soja, extracto de levadura,
suero de caballo, vancomicina y bacitracina). Las
cajas de agar TSBV se incubaron en una atmosfera
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Fig. 2. Medio de transporte.

Fig. 3. Colonias transparentes con centro marron (vista
con lupa estereoscopica).
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Fig. 4. Aislamiento de colonias transparentes con centro
marron.

o

Fig. 6. Colonias rugosas, de borde irregular de 0,5 a
Imm.

Fig. 7. Colonias de hasta 2mm, transparentes, de borde
liso con estructuras similares a cigarros que forman un
centro.



al 5% de CO2 entre 3 y 5 dias. La identificacién
se hizo teniendo en cuenta caracteristicas mor-
fologicas de las colonias, microscopia y pruebas
bioquimicas adicionales.

Los cultivos de las muestras de biofilm sub-
gingival estudiadas permitieron aislar varias espe-
cies bacterianas entre las cuales se observaron
diversas morfologias coloniales que se corres-
pondieron con cocos positivos y negativos.
Particularmente en un 20% de los sitios estudia-
dos se obtuvieron colonias pequenas de 0,5 mm
a | y 2 mm, transparentes de borde liso, con
un centro mas oscuro (figura 3 y 4) que corres-
pondian a cocobacilos y cocos negativos (figura
5); cinco cepas presentaron reaccién positiva a
las pruebas de catalasa, oxidasa y glucosa. Estas
cepas fueron obtenidas de surcos con bolsas de
entre 7 y 8 mm. En un 4,4% se obtuvieron colo-
nias de iguales caracteristicas pero con borde
irregular y de aspecto rugoso (fig.6) y también
correspondieron a cocobacilos negativos; en
un 7,7% se obtuvieron colonias de hasta 2mm,
transparentes, de borde liso con estructuras
similares a cigarros que forman un centro (fig.
7) y se correspondian con cocobacilos negativos;
ambos tipos coloniales provenian de bolsas con
profundidad de sondaje entre 4 y 6 mm. Ninguna
de las colonias presento la forma de estrella que
caracteriza a Aa seglin varios autores®'2,

Varios autores han asociado la presencia de
Aa con periodontitis crénicas y lo han compa-
rado con la presencia de Porphyromona gingi-
valis y Tannerella fosythia hallando porcentajes
menores de Aa'*"® que las especies anteriores.
Ardila Medina et all 6 hallaron un 23% de Aa en
un estudios de periodontitis crénicas y en pacien-
tes chilenos detectaron la presencia de Aa en un
25% de sitios activos y un 12,5% en sitios inacti-
vos por lo que concluyen que no hay asociacién
entre Aa y periodontitis progresiva del adulto'’.
Utilizando biologia molecular con PCR, Cortelli
et al 4 hallé una mayor relacién de Aa con perio-
dontitis severa, (23,13%), con periodontitis
moderada 17,42% y un 16,1 1% con periodonti-
tis leves. Iguales resultados se obtuvieron|8 en

un estudio multicéntrico realizado en pacientes
colombianos, chilenos y espaiioles en los que la
presencia de Aa fue menor en todos los grupos.
En este trabajo hallamos que en sitios periodon-
tales con profundidades de bolsa de mas de 6
mm, crecieron colonias transparentes de borde
irregular y un centro mds oscuro; cinco cepas
presentaban forma de cocobacilos negativos y
respondieron positivamente a pruebas bioquimi-
cas (catalasa, oxidase, glucosa) pero su aspecto
colonial no presentaba la caracteristica forma
estrellada dentro de la colonia segiin la describe
Olsen y colaboadores'% probablemente corres-
pondian a serotipos que no presentan los facto-
res de virulencia propios de destruccién perio-
dontal, principalmente la presencia de fimbrias,
responsable de la adhesividad entre bacterias y
de la colonia al agar; deberian investigarse con
biologia molecular. El otro tipo colonial, por sus
caracteristicas fenotipicas, podria ser compatible
con Aggegatibacter aphrophilus, coincidiendo
con la habitual presencia de los mismos en cavi-
dad bucal y en surcos gingivales. A. aphropilus,
carece de potencial periodontopatdgeno por la
composicién de su lipopolisacarido'?. Las colo-
nias con estructuras centrales en forma de ciga-
rro no podemos confirmar que pertenezcan a Aa
como lo muestra Kesi€ et al en su trabajo.

* En las muestras estudiadas no se logré
el  aislamiento de  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

* Se hallaron colonias cuyas caracteristicas
macro y microscépicas se correspondian con
cocobacilos negativos pero sélo un pequeiio
porcentaje respondié positivamente a las
pruebas bioquimicas compatibles con Aa.
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