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RESUMEN

Es ampliamente conocido que el nicho eco-
légico de los microplasmas bucales lo constituye
tanto el saco gingival en los pacientes con perio-
dontitis (PP), como el surco gingival en los sujetos
con encia sana (ES), diseminandose de alli a la
saliva, y por ende a toda la cavidad bucal.

Los objetivos de este trabajo fueron: detectar la
incidencia y cuantificar la concentracién de mico-
plasmas en 30 PP y en 50 sujetos con ES, para com-
probar si hay diferencia entre ellos -En segundo
lugar evaluar “in vitro”, la supervivencia de M. sali-
varium ante diferentes agentes, tanto fisicos (tem-
peraturasde 4, 22, 37 y 40°C), como quimicos (sus-
tancias empleadas como antisépticos en la higiene
de la boca).

Para la primera parte se tomaron muestras de
saliva, tanto con capilares como con hisopos de
algodon, en ambos grupos. Con las mismas se de-
termind tanto la incidencia como la cuantificacion
de las colonias de micoplasmas aislados, siguiendo

técnicas recomendadas por el C.D.C. de Atlanta.
Las curvas de supervivencia de M. salivarium serea-
lizaron tomando muestras de la mencionada cepa
cultivada en medio liquido, a intervalos de 48 horas,
desde el dia cero hasta el 40°, cuantificando poste-
riormente la concentracion del microorganismo en
cada una de ellas.

Para las pruebas con agentes quimicos se im-
pregnaron discos de 8 mm de diametro, con los dife-
rentes antisépticos, colocandolos sobre cultivos
semiconfluentes de M. salivarium en agar.

Los resultados demostraron un porcentaje de
positividad para micoplasmas del 80% en los PP y
del 50% en los de ES, siendo las concentraciones del
5.0x10%a 8.0 x 10° paralos primeros y de 3.0 x 10?
a 4.5 x 10* en el segundo grupo (P<0.001).

En relacion a las pruebas de supervivencia,
comprobamos que M. salivarium se mantuvo hasta
32-34 dias a temperaturas de 4, 22 y 37°C, mientras
que a 40°C se inactivo a partir del 82 dia. En cuanto
a los agentes quimicos, ninguno demostro ser capaz
de inhibir el crecimiento de la citada cepa.

(*) Bioanalista-Microbidlogo, Catedra de Microbiologia, Facultad de Odontologia, Universidad Central de Venezuela (UCV).

Este trabajo se hizo acreedor al Premio: Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas, ano 1990,
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Conclusiones: tanto la incidencia, como la con-
centracion de micoplasmas, fueron mayores entre
los casos con EP, en relacion a los sujetos con ES.

Solo temperaturas iguales o superiores a 40°C
con capaces defrenar el desarrollo de M. salivarium,
en cambio ninguno de los antisépticos evaluados,
tuvo accion contra dicha cepa, pese a tratarse de
microorganismos carentes de pared celular. Todo
ello explica, en parte, el por qué de la persistencia de
dicha especie como colonizador crénico de la cavi-
dad bucal, en un alto porcentaje de la poblacién.,

OBJETIVOS

1. Determinar la incidencia de micoplasmas en la
saliva de pacientes con enfermedad periodontal
y en sujetos con encia sana, para establecer re-
lacién entre los dos grupos.

2. Evaluar 2 métodos para la toma de las muestras
de saliva: tubo capilar tipo microhematocrito
hisopo de algoddn.

3. Cuantificar la presencia de micoplasmas en
cada grupo, con el fin de comprobar si hay dife-
rencias significativas.

4. Determinarla supervivencia de una cepa de My-
coplasma salivarium, aislada de un paciente
con periodontitis, ante diferentes agentes, tanto
fisicos (diferentes temperaturas de incubacién),
COmo quimicos (antisépticos mas comunmente
empleados en la higiene de la cavidad bucal).
Todo ello con el fin de determinar el por qué de
la cronicidad de la colonizacién de dichos mi-
Ccroorganismaos.

INTRODUCCION

“La enfermedad periodontal es una de las afec-
ciones mas difundidas de la humanidad. No hay
nacion ni region del mundo que se vea libre de ella,
y en su mayor parte tiene una alta frecuencia, afec-
tando aproximadamente a la mitad de la poblacién
infantil, y a casi toda la poblacién adulta”.

World Health Organization: Technical Report
Series

N2 207, pagina 3, 1961.

La enfermedad periodontal constituye en la
actualidad un grave problema de salud publica en
todo el mundo. Las estadisticas varian entre las

diversas poblaciones, pero es consenso general que
dicha afeccion es la principal causa de la pérdida de
dientes en la poblacion adulta mayor de 35 anos de
edad. Sin embargo no es una enfermedad exclusiva
del adulto, ya que comienza mucho antes de que sea
necesaria la extraccién dentaria; ya a los 15 anos 4
de cada 5 personas tienen gingivitis, y en aproxi-
madamente el 4% hay periodontitis. Mo todas las
gingivitis de edades tempranas evolucionan hacia
enfermedad periodontal, pero con muy pocas ex-
cepciones, la periodontitis que destruye la den-
tadura de los adultos, comienza con una gingivitis
(Carranza 1984).

Etiologia de la enfermedad periodontal:

En la etiologia de la enfermedad gingival y
periodontal intervienen tanto factores locales como
generales. Los primeros son los que provienen del
medio que rodea el periodonto, mientras que los
generales se originan en el estado del paciente. Los
factores locales inducen inflamacién, que es el pro-
ceso patolégico principal de la periodontitis, mien-
tras que los factores generales condicionan la res-
puesta periodontal a los locales, de tal manera que
con frecuencia el efecto de los irritantes locales
(bacterias y sus productos) es agravado por el es-
tado general del paciente (mecanismos inmunologi-
cos).

Los microorganismos juegan un papel muy
importante en la etiologia de la enfermedad perio-
dontal, como factores desencadenantes, perpe-
tuantes o complicantes. Esta ampliamente demos-
trado que lalocalizacion selectiva de las bacterias en
diferentes sitios anatomicos de la cavidad bucal, de-
pende de su capacidad de adherirse a determinada
superficie, lograndolo por varios mecanismos; me-
diante agregacién salival, gracias al principio elec-
trostatico, por sintesis de polimeros extracelulares,
por presencia de fimbrias o por simple adherencia
fisica (Sabelli 1985).

Evidencias aportadas en la Gltima década indi-
can que las principales vias de entrada de las bac-
terias al tejido periodontal son: a través del epitelio
de unién, del surco y/o saco gingival. En el cuadro
N2 1 estan resumidos la mayor parte de los meca-
nismos de interaccion entre los microorganismos y
el hospedero en la enfermedad periodontal.
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Criterios que determinan cuando un microorga-
nismo es periodontopatégeno:

Si bien el criterio clasico de reconocer la eticlo-
gia bacteriana de un determinado proceso infeccio-
so humano, debe seguir los postulados de Koch,
éstos no pueden ser aplicados en su totalidad en el
estudio de la enfermedad periodontal, pues las in-
fecciones bucales estan asociadas a una interrela-
cion compleja de factores. Por ello Socranski en
1977 sugirié como alternativa a los postulados de
Koch, 5 criterios que reflejan el actual conocimiento
de la relacion de determinado agente, con la enfer-
medad periodontal;

I. El nomero de microorganismos incriminados,
debe estar incrementado en el sitio patologico,
e inversamente, debe reducirse o eliminarse en
los sitios sanos.

2. Siel agente etiologico es suprimido, la enferme-
dad debe detenerse,

3. La respuesta del hospedero puede suministrar
una guia importante ante el papel de ciertos mi-
croorganismos en determinada enfermedad. Un
incremento o disminucion de respuesta celular
y/o la mediada por anticuerpos, ante cierta
especie, en la enfermedad periodontal, sugiere
un papel de esa bacteria en el proceso infec-
Cioso.

4. Demostracion del poder patdégeno de ciertas
bacterias incriminadas en la citada enfermedad,
en animales de experimentacion.

5. Virulencia bacteriana.

Se calculan entre 300 y 400 las especies micro-
bianas que pueden recuperarse de la placa dental,
entre microorganismos cultivables y no cultivables,
correspondientes a los siguientes géneros: Actino-
bacillus, Bacteroides, Capnocitophaga, Fusobacte-
rium, Streptococcus, Actinomyces, Treponema,
Lactobacillus, Veillonella, Campylobacter, Bacte-
rionema, Leptotrichia, Neisseria, Corynebacterium,
Nocardia, Eikenella, Haemophilus, Micrococcus,
Eubacterium, Propionibacterium, Vibrio, Seleno-
monas, Rothia, Arachnia, Acidaminococcus, Pepto-
coccus, Brahnamella, Clostridium, Staphylococ-
cus, Bifidobacterium, Peptostreptococcus, Woli-
nella, Mycoplasma, Candida, Trichomonas, Enta-
moeba, etc,

De todos ellos los mas incriminados actual-
mente como causantes de enfermedad periodontal
son los siete primeros géneros, aunque todos los
demas de una u otra forma cooperan en el proceso
inflamatorio que acompana dicha afeccién. Sin
embargo en la Gltima década, gracias a numerosos
estudios, han aparecido claras evidencias que in-
cluyen al género Mycoplasma, en particular la espe-
cie M, salivarium, como miembros de la flora perio-
dontopatogena.

Los micoplasmas son considerados como habi-
tantes normalesdela cavidad bucal, formando parte
de su microbiota. Las especies de la familia Myco-
plasmataceae que pueden hallarse en dicho sitio
anatomico son: M. salivarium, M. orale, M. buccale,
M. faucium, y eventualmente Ureaplasma urealyti-
cum y M. hominis, siendo las dos primeras las mas
frecuentes,

El primer aislamiento de micoplasmas en cavi-
dad bucal, a partir de muestras de saliva, fue reali-
zado hace 4 décadas (Morton 1951); posteriores
estudios demostraron la amplia distribucion de di-
chos microorganismos en diferentes nichos de la
boca y en diversas patologias (Burnet 1959, Barile
1960, Shklair 1962, Razin 1964, Serene 1967,
Engel 1970, Kumagai 1971 y Watanabe 1967,
1972). M. salivarium ha sido aislado con mas fre-
cuenciadel saco gingival de pacientes con enferme-
dad periodontal que en sujetos con encia sana
(Engel 1970, Kumagai 1971, Watanabe 1972,
1986, Perrone 1987), siendo ademas la especie de
micoplasma predominante en placa dental (Kuma-
gai 1971, Uchida 1981, Perrone 1987). Las princi-
pales evidencias que apoyan la correlacion entre la
presencia de M. salivarium a elevadas concentra-
ciones y periodontitis, son:

a. Elevados titulos de anticuerpos contra dicha
especie en pacientes con la mencionada enferme-
dad (Kumagai 1971, Watanabe 1986), asi como an-
ticuerpos IgM producidos contra la IgG en animales
de experimentacion (Watanabe 1987).

b. La liberacion de histamina al producirse el
contacto entre el microorganismo y los leucocitos
(Parkinson 1975a)

¢. La fagocitosis de micoplasmas por parte de
los leucocitos, como consecuencia de la liberacién
de enzimas lisosomales (Parkinson 1975b).
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CUADRON®1
INTERACCION MICROORGANISMOS-HOSPEDERO
EN LAS ENFERMEDADES PERIODONTALES
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Modificado de Slots 1982 y Sabelli 1985,

d. La inducccidon experimental de hipersensibili-
dad retardada por parte de M. salivarium en conejos
(Matsuura 1978).

Ademas se ha comprobado el efecto micoplas-
micida de extractos de polimorfonucleares in vitro
(Dajani 1969), asi como la induccion de citotoxi-
cidad en linfocitos normales de ratén, mediada por
la presencia de una especie de raton: M. arthritidis
(Cole 1980).

e. Estudios por microscopia electronica han
demostrado presencia de micoplasmas en el epite-
lio oral del saco gingival de pacientes con periodon-
titis (Carranza 1983, Jung 1981, Newman 1984,
Saglie 1985), asi como en eritrocitos (Razin 1980).

f. Ademas dichos microorganismos poseen una
gran variedad de mecanismos bioquimicos, tales
como: lipolisis, proteolisis, hemdolisis, hemadsor-
cion, hemaglutinacion, hidrolisis de arginina se-
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guida por eliminacion de altas concentraciones de
amoniaco, actividades estas que facilitan su adhe-
rencia y la de otros patégenos a la célula hospe-
dadora, causando diversos tipos de alteraciones en
la misma.

Varias investigaciones reportan la presencia de
M. salivarium como agente causante de gingivitis y
periodontitis (Kumagai 1971, Freedman 1968, Wa-
tanabe 1972), asi como en encia crénicamente in-
flamada (Freedman 1968), en periodontitis cronica
(Saglie 1982a). También se observo en muestras de
placa dental en pacientes con sindrome de Papillén-
Lefevre (Jung 1981) no habiéndose encontrado en
cambio en pacientes edentulos (Razin 1964), o en
concentraciones muy escasas (Watanabe 1971).

Se postula que la presencia de micoplasmas
bucales en elevadas concentraciones depende de
varios factores presentes en el surco y/o saco gingi-
val, tales como: condiciones microaerofilicas, facto-
res nutricionales presentes en los detritus celulares
y/o a una relaciéon simbidtica con el resto de la
microbiota del area.

PACIENTES, MATERIAL Y METODOS

Pacientes:

Se escogieron 80 individuos que acudieron a la
Facultad de Odontologia de la Universidad Central
de Venezuela, para tratamientos diversos, dividién-
dose en 2 grupos de acuerdo al aspecto de su encia:

a. 50 mostraron encia sana, con una profundi-
dad de surco gingival igual omenora 3 mm. La edad
de dicho grupo, que se tomé como control, estuvo
comprendida entre 15 y 50 afos, con una media de
32; 27 del sexo femenino y 23 del masculino.

b. 20 pacientes con enfermedad periodontal,
con una profundidad de saco gingival mayor de 3
mm. Dentro de este grupo se incluyeron: 5 con
periodontitis juvenil, 1 con sindrome de Papillén-
Lefévre y 24 con periodontitis del adulto. Las edades
estuvieron comprendidas entre 12 y 53 anos, con
una media de 30; 18 del sexo femenino y 12 del
masculino.

Los criterios para la evaluacion del estado de la
encia de todos estos sujetos fueron los empleados
por la Catedra de Periodoncia de esta Facultad,

realizandose la toma de las muestras bajo la super-
vision de profesores y /o estudiantes de postgrado en
dicha especialidad.

Toma de las muestras de saliva:
Se hizo de 2 maneras:

a. Aspirando la muestra con tubos capilares de
80 x 1 mm, del tipo empleado para microhemato-
crito en laboratorio clinico, pero sin heparina, colo-
cado en la regién lingual de los molares inferiores.

b. Impregnando un hisopo de algodén, estéril,
con saliva y frotando simultaneamente la encia de
los molares, en la misma region previamente citada.
Cada muestra fue colocada en tubos que contenian
2 ml de caldo PPLO con 1000 UI/ml de penicilina,
enviandose inmediatamente al laboratorio.

Siembra de las muestras:

Las muestras fueron procesadas de inmediato al
llegar al laboratorio; en ambos casos se mezclaron
bien con la ayuda de un vortex, para la elucién del
material, luego seretird tanto el tubo de hematocrito
como el hisopo, de los respectivos tubos, proce-
diendose a su siembra. La misma se realizé tanto en
medio liquido (caldo PPLO con arginina, suple-
mentado con suero de caballo y extracto de le-
vadura) como en medio solido (agar suplementado,
similar al caldo), arazén de 0,1 ml por placa de Petri
de 60 mm de diametro y de 0,4 ml por vial con 3,6
ml de medio liquido. La siembra en placas se hizo
por duplicado y empleando 2 diluciones de factor 10
(1:10 y 1:100, ademas del puro); la incubacion de
las mismas se llevo a cabo en condiciones anaerébi-
cas, empleando el sistema Gas Pak de BBL, por
periodos de 72 a 96 horas. Las formulas de los
medios empleados para el aislamiento de micoplas-
mas, fueron las recomendadas por el Center for
Diseases Control de Atlanta (Velleca 1980).

Cuantificacion de micoplasmas:

La cuantificacion se realizd contando el nimero
de colonias de micoplasmas observado en las dilu-
ciones de los cultivos en agar, con ayuda de un
microscopio estereoscopico con aumento total de
100X, calculando las unidades formadoras de colo-
nias por ml (UFC/ml).
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Aislamiento de la cepa de M. salivarium OD-87:

El aislamiento se realizé a partir de la saliva de
un paciente con periodontitis, sembrada en agar,
clonada, cultivada en caldo e identificada por el
meétodo de inhibicion del crecimiento con el antisue-
ro homologo.

Identificacién de la cepa de M. salivarium OD-87;

La identificacion de la mencionada cepa se llevd
a cabo por 2 procedimientos: por inhibicién del
crecimiento con el antisuero especifico (Clyde
1964 ) y por microscopia electrénica de transmision.

Para el primer método se sembré una placa de
Petri con el medio arriba sefalado, con una concen-
tracion de micoplasmas de 1.0 x 104/ml, colocan-
dose en forma equidistante, los 5 discos impregna-
dos conlosrespectivos antisueros de cepasbucales:
M. salivarium, M. hominis, M. orale, M. faucium, M.
buccale, suministrados por el National Institute of
Allergy and Infectious Diseases, Bethesda, Maryl-
and (tramitados por la OPS de Caracas). Se incubo
en anaerobiosis por 3 dias.

Microscopia electrénica de transmisién:

Para ello se concentraron 500 ml de cultivo de la
cepa M, salivarium OD-87 en caldo con arginina,
por centrifugacion a 40.000 rpm por 1 hora, resus-
pendiendose el sedimento en un volumen de 0,5 ml
de solucion salina fosfatada pH 7.2 (concentracién
100X). Posteriormente se fijo con una solucién de
glutaraldehido al 2% en el mismo tampén, durante 2
horas, igual tiempo se aplicé acido ésmico al 1%.
Luego se procedio a la deshidratacién del material
en diferentes concentraciones de alcohol etilico,
desde 50% hasta 100%, se incluyé en Epon, dejan-
dose polimerizar por 48 horas a 60°C. Los cortes se
realizaron- con microtomo Poster-Blum MT-28,
tinéndose con acetato de uranio y citrato de plomo;
la observacion se hizo en microscopio electronico
Hitachi H-500.

Curvas de supervivencia de la cepa de M. saliva-
rium OD-87 a diferentes temperaturas:

Se realizaron mediante tomas de cultivos en
medio liquido de la referida cepa, incubados res-
pectivamente a 0, 22, 37 y 40°C, desde el dia cero
hasta el 40°, a intervalos de 48 horas. Todas la
muestras se mantuvieron congeladas a -20°C hasta

concluir el experimento, al cabo de lo cual se sem-
braron en placas de Petri, determinandose los titulos
a las 72 horas de incubacién a 37°C (en UFC/ml).

Pruebas de supervivencia con los agentes quimi-
cos de la cepa M. salivarium OD-87:

Se evaluaron las siguientes sustancias: 4 en-
juagues bucales (Fluorinse, Fluocaril, Oraldine y
Listerine), 2 agentes oxidantes (Amosan y agua oxi-
genada de 10 volumenes), 3 anti-inflamatorios
(Laimoqualin, Tantum y Gencivol) y 3 cremas den-
tales (Crest, Colgate y Pepsodent). Como controles
se emplearon discos de tetraciclina de 30 ug/ml,
antimicrobiano altamente efectivo contra M. saliva-
rium,

Con todas las sustancias liquidas se impregna-
ron discos de 8 mm de diametro, mientras que con
las pastosas se hicieron previamente suspensiones
al 10% en caldo PPLO; todos estos agentes quimicos
se emplearon tanto puros como diluidos 1:10. Los
discos impregnados se colocaron en forma equidis-
tante en placas de Petri sembradas con la referida
cepa a una concentracion de 1.0 x 10* /ml UFC, en
forma similar a la descrita anteriormente,

RESULTADOS

La incidencia de micoplasmas obtenida para los
dos grupos de pacientes evaluados fue la siguiente:
50% (25/50) para los de encia sana (grupo control)
y del 80% (24/30) para los de enfermedad perio-
dontal,

En cuanto a la cuantificacion de dichos microor-
ganismos (cuadro N 2) encontramos que en el
primer grupo las concentraciones variaron entre 3.0
x 10°y 4.5 x 10* (media: 3.5 x 10°) mientras que
para el segundo estuvieron entre 5.0x 10°y 8.0 x 10°
(media: 1.0 x 10°), con un valor de P<0,001.

Las concentraciones mas elevadas de mico-
plasmas correspondieron a los casos de perio-
dontitis juvenil y al sindrome de Papillon-Lefévre
(ver cuadro N 2).

No hubo diferencia significativa entre los con-
tajesrealizados con los 2 tipos de muestras (hisopos
y capilares de microchematocrito).

La identificacion de la cepa de M. salivarium
OD-87, cuyas colonias tipicas con aspecto de “hue-
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CUADRON®22

CONTAJES DE COLONIAS DE MICOPLASMAS EN LOS DOS GRUPOS
DE SUJETOS EVALUADOS EN UFC/ML

Grupo control (N=50) Grupo con periodontitis (N=30)
M@ edad contaje (UFC/ml) N edad contaje (UFC/ml)
1 29 0 1 51 1.9 x 10
2 32 0 2 48 9.0 x 10°
3 25 1.2 x 107 3 40 4.4 x 10°
4 20 7.1 x10° 4 35 8.1 x 10°
] 41 0 5 16* 5.4 x 10°
6 47 0 6 18* 7.0 x10°
7 15 3.0 x107 7 53 8.2 x10°
8 42 8.0 x 107 B 29 5.0 x 10°
9 40 1.2 x10° 9 18* 3.2x 108
10 35 0 10 38 0
11 28 2.0 x 10° 10 36 5.0 x 10*
12 26 5.2 x 107 11 29 8.6 x 10°
13 20 0 12 31 2.4 x 101
14 48 0 14 28 4.5 x 10*
15 31 1.4 x 10 15 39 0
16 50 4.3 % 10° 16 45 0
17 28 0 17 30 8.6 x 10%
18 30 2.5 % 103 18 | 2% 8.0 x 10°
19 19 0 19 41 9.0 x 10°
20 36 1.8 x 107 20 31 0
21 40 0 21 27 5.4 x 10*
22 43 1.6 x 107 22 25 2.0 x 10°
23 29 0 23 21 4.8 x 10*
24 32 0 24 14* 6.8 x 108
25 26 4.5 x 10° 25 16* 1.8 x 10%
26 39 2.5 x 102 26 28 0
27 19 0 27 31 3.6 x 10°
28 24 0 28 36 8.8 x 10°
29 23 0 29 31 0
30 31 1.1 x 102 30 30 7.8 x 10°
31 32 0
32 45 6.0 x 107
33 49 0
34 31 0
35 35 3.5x 107
36 39 2.5 x10°
37 26 1.2x 104
38 23 8.0 x 102 * Pacientes con periodontis
39 24 0 juvenil
40 31 0
:; i; 16 S 10° ** Pacientes con sindrome de
43 43 - 0 Pﬂplliﬂn - LEf‘é‘k"FE'
44 27 7.5x10?
45 37 0
46 45 1.0 x 10
47 28 0
48 27 2.6 x10°
49 36 1.4 x 102
50 31 0
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vo frito” observamos en la Foto N2 1, dio un claro En relacién a las curvas de supervivencia,
halo de inhibicion alrededor del disco que contenia comprobamos viabilidad de micoplasmas hasta el
el antisuero homodlogo. dia 32° a temperaturas de 4 22 y 37°C, mientras que

a 40°C solo sobrevivieron hasta el 82 dia (Grafico
N2 1).

GRAFICO N®? 1
CURVAS DE SUPERVIVENCIA DE LA CEPA
Kb DE MYCOPLASMA SALIVARIUM OD-87
T i A LAS TEMPERATURAS INDICADAS

emaa BORC
T

A PILILITRO

i
] , : _"__.::':.:: . :.-I il ﬁi‘j"ﬁf:i .-:f-!:#-r.--

i #! fiefis

FOTO 1. COLONIAS TIPICAS DE MYCOPLASMA SALIVARIUM
(CEPA OD-87) CON ASPECTO DE "HUEVO FRITO", EN CULTIVO

UNTDADES FOAMADORAS DE COLOYIAS 7

DE 4 DIAS EN AGAR PPLO SUPLEMENTADO. AUMENTO: 300X. re?

Hﬂ1

La microscopia electronica de transmision — L AN

demostro estructuras caracteristicas del género My- | o K g
coplasma, tanto de forrna cocoide como alargadas,
con su tipica membrana plasmatica trilaminar y Finalmente, con ninguno de los agentes an-
ausencia de pared celular, perfectamente diferen- isépticos evaluados se comprobé inhibicién del
ciables de las bacterias (Foto N? 2). crecimiento de la cepa de M. salivarium OD-87,

comprobandose en cambio una amplia zona de in-
hibicién alrededor del disco con tetraciclina que se
empled como control.

DISCUSION

En estudio previo (Perrone 1987) se habia
demostrado una incidencia de micoplasmasde 18y
44% en sujetos con encia sana y periodontitis res-
pectivamente, en muestras de hisopados gingivales
tomadas de la zona anteroinferior de los incisivos,
mientras que en este trabajo encontramos cifras
mayores en saliva, con valores de 50 y 80% para
cada caso. La diferencia quizas se debio al hecho de
que en esta oportunidad el muestreo se realizo en los

molares, donde las condiciones anaerdbicas son
FOTO N® 2: MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION  mas estrictas, hallazgo corroborado por estudio
DE LA CEPA DE M. SALIVARIUM OD-87, MOSTRANDO LAS PFE\I']D {Uchida IQBII:}
TIPICAS ESTRUCTURAS, TANTO COCOIDES COMO ALAR- _ ) '
GADAS, COM St MEMBRANA TRILAMINAR (AUI""?EHTD: ESlUdlDE Ell'l"lllﬂl'EE dE otros autores repnrtan
20.000X). rangos de incidencia entre 32 y 82% para sujetos
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con encia sana, y entre 57 y 100% en pacientes con
enfermedad periodontal (Engel 1970, Kumagai
1971, Watanabe 1972, 1986). En estudios previos
habiamos demostrado que la especie aislada con
mas frecuencia en cavidad bucal era M. salivarium,
con un 96% (Perrone 1987, Bechara 1990}, por lo
que en este trabajo nos limitamos a determinar sélo
el género Mycoplasma, sin identificar la especie.

Mo obstante consideramos que mas importante
gue la incidencia de micoplasmas en saliva, es su
cuantificacion, habiéndose realizado muy pocos es-
tudios en este sentido. Sin embargo hallazgos pre-
vios reportan resultados similares a los nuestros,
pero en diferentes tipos de muestras, con rangos
entre 1.09 x 10°y 1.75 x 10° en placa dental (Uchida
1981a), en enjuages bucales valores entre 1.3 x 10?2
y 8.0 x 10* en sujetos con encia sana y entre 1.0 x
10°a 8.0 x 10° en periodontitis (Watanabe 1972).
Un estudio mas reciente senala cifrasentre 6.8 x 10°
y 4.6 x 10° para enfermedad periodontal y 1.0 x 102
y 6.1 x 10* en sujetos sanos, en muestras de saliva

proveniente de toda la cavidad bucal (Watanabe
1986).

Como M. salivarium es la especie predomi-
nante, tanto en surco gingival como en placa dental
(Kumagai 1971), se trata de determinar si juega un
papel importante en la afeccion que nos ocupa. Las
reacciones inflamatorias y las respuestas trauma-
ticas, ocasionan migracion extravascular de baso-
filos {polimorfonucleares ricos en histamina) al sitio
del dano. Este fendmeno invita a la especulacion de
que M, salivarium, al ser fagocitado por dichos leu-
cocitos, estimula la produccion de histamina por
parte de los que han migrado al tejido periodontal in-
flamado, hecho corroborado experimentalmente
(Parkinson 1975a, 1975b). Queda asi comprobado
que los micoplasmas cooperarian a potenciar la
praduccion de histamina por parte de los polimor-
fonucleares infectados, a la par que el resto de las
bacterias reconocidas como periodontopatogenas.

Estudios posteriores, con la ayuda de la micros-
copia electrénica, demostraron una serie de meca-
nismos que contribuyeron a explicar algunas de las
intereacciones bacteria-hospedero, entre ellos cabe
mencionar: aglutinacion de eritrocitos en el area del
saco gingival y de la encia misma, ademas de
fendbmenos de hemadsorcion, hemaglutinacion y
hemdlisis, reacciones que contribuyen al dano de la
célula (Razin 1980, Newman 1984). Ademas se

comprobd vacuolizacion en las células epiteliales,
tanto de la superficie como del saco gingival (New-
man 1984). Esta estrecha asociacion o adherencia
fisica entre la membrana de los micoplasmas y la de
las células, es un importante paso en la iniciacion de
la infeccién, protegiendo en parte al microorganis-
mo de los mecanismos de defensa del hospedero. El
metabolismo activo por parte de los micoplasmas
adheridos a las células y demostrado por micros-
copia electronica, esun prerequisito para que ocurra
el dano tisular. También la motilidad ha side demos-
trada en el género Mycoplasma, por lo tanto se
supone que este pueda ser el mecanismo por el cual
esta bacteria penetra los tejidos blandos periodon-
tales, ocasionando deslizamiento de la estructura
terminal (Newman 1984).

En casos de periodontitis juvenil se demostraron
micoplasmas tanto en los dientes, como en el epite-
lio del saco gingival e invadiendo el epitelio y el
tejido conectivo adyacentes a la encia (Newman
1984). También fueron observados en los espacios
intercelulares del epitelio y dentro de algunos leu-
cocitos, tanto en encia como en hueso alveolar
(Carranza 1983). En la placa subgingival de un
paciente con sindrome de Papillon-Lefévre, se pu-
dieron evidenciar, tanto por microscopia electronica
de barrido, como en preparaciones histologicas, mi-
crocolonias de microorganismos pequernos, ro-
deadas de espiroquetas, que por su morfologia se
deduce que pueda tratarse de micoplasmas (Jung
1981); en nuestro estudio la mayor concentracion
de ellos la obtuvimos precisamente en un paciente
con dicho sindrome (Cuadro N2 2).

En exhaustivos estudios bacteriologicos de
casos de periodontitis severa se encontraron dichas
bacterias en el 43% de muestras provenientes de
placa supragingival y en un 55% en placa sub-
gingival, pero a muy bajas concentraciones (Moore
1982b), en cambio se encontrd en un sélo caso de
gingivitis experimental (Moore 1982a).

Esta ampliamente demostrado que las especies
de micoplasmas de la cavidad bucal degradan acti-
vamente la arginina por la via enzimatica de la
deiminasa, ornitina-transcarbamilasa y carbamil-
fosfoquinasa, eliminando como desecho de esa
accion el amoniaco, producto altamente toxico para
las células animales, elevando el pH de la region
afectaday originando un ambiente favorable a la for-
macion del calculo dental, mecanismo estre-
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chamente relacionado al origen de la enfermedad
periodontal (Watanabe 1972). Ademas se ha po-
dido demostrar presencia de actividad lipolitica en
varias cepas de M. salivarium, teniendo también
dicha enzima un efecto danino sobre la membrana
de las células (Watanabe 1972),

Los micoplasmas son cultivados normalmente
en medios que contienen sueros animales, teniendo
la propiedad, como ya se menciono, de adherir dife-
rentes sustancias a su membrana celular. Si lleva-
mos esta situacion al caso de M, salivarium multi-
plicandose en el surco gingival, su presencia pudiera
estimular la produccion de autoanticuerpos, no
solamente contra componentes del suero sino
ademas contra restos celulares de tejido periodontal
destruido. Estudios recientes han demostrado que
dicha especie, propagada en medio que contiene
suero de conejo y luego inoculada en dicho animal,
induce formacion de autoanticuerpos IgM contra las
lgG del mismo (Watanabe 1987). M. salivarium es
un miembro de la microbiota propia del surco gingi-
val, por lo tanto si se propaga en ese habitat, su
superficie quedara adherida con componentes,
tanto del suero como de restos celulares del tejido
del hospedador. Dichas sustancias seran recono-
cidas como extranas desde el punto de vista inmu-
nolégico, por parte del hospedero, estimulando la
produccion de autoanticuerpos, mecanismo que
sera coadyuvado por la presencia de la placa dental
y de algunos componentes celulares delas bacterias
bucales, tales como lipopolisacaridos y peptidogli-
canos. Se considera por lo tanto que este meca-
nismo juega un papel muy importante en la destruc-
cion de los tejidos periodontales.

En relacion a la supervivencia de los micoplas-
mas ante factores adversos, tanto fisicos como
quimicos es un hallazgo del cual ya teniamos ciertas
evidencias. Estudios previos realizados con mico-
plasmas contaminantes crénicos de cultivos celu-
lares, nos habian demostrado una notable resisten-
cia de dichos microorganismos, hecho que corrobo-
ramos en este estudio, aunque en condiciones dife-
rentes (Mazzali 1971, Mazzali de llja 1978, 1989).
Ello probablemente sea debido a su estrecho con-
tacto con las celulas epiteliales, a las cuales se
adhieren firmemente mediante receptores especi-
ficos. Ademas se sabe que cuando las condiciones
del medio le son adversas, pueden entrar a través de
la membrana de la células hospedadora por pinoci-

tosis, alojandose en vacuolas, de donde salen nue-
vamente al exterior cuando las condiciones vuelven
a serle favorables (Mazzali 1971).

A pesar de todas las evidencias, tanto cuantita-
tivas, como ultraestructurales e inmunolégicas, de
laimportancia de la presencia de micoplasmasenla
enfermedad periodontal, consideramos que se re-
quiere ahondar un poco mas en el estudio del papel
de estas bacterias en dicha patologia.

CONCLUSIONES

1. Se comprobé que mas importante que la in-
cidencia de micoplasmas en saliva de pacientes
con enfermedad periodontal, en relacion con los
sujetos sanos, es su concentracion, lo que de-
muestra una estrecha asociacion entre dicho
microorganismo y la mencionada afeccién. Ob-
viamente, recordando que se trata de una enfer-
medad con etiologia multifactorial, donde los
micoplasmas representan tan solo un Género
dentro del amplio universo de la microbiota
periodontopatogena.

2. Solo temperaturas iguales o superiores a 40°C
son capaces de inhibir el crecimiento de M. sali-
varium, en cambio ninguna de las sustancias
antisépticas evaluadas tuvo accion contra la
mencionada cepa, hecho que nos sorprende por
tratarse de microorganismos que carecen de
pared celular, generalmente muy labiles ante
diversos agente tanto fisicos como quimicos.

Estos dos hechos nos permiten explicar en parte
que, pese a las condiciones adversas presentes enla
cavidad bucal (cambios de temperaturas frecuentes
durante la ingestion de alimentos) y la aplicacion de
sustancias antisepticas de diversa indole, los mico-
plasmas permanecen como colonizadores cronicos
de la boca en un alto porcentaje de la poblacion
evaluada.
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