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RESUMEN EJECUTIVO

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar los agentes predominantes
bacterianos presentes en la enfermedad periodontal (EP) moderada y severa en Canis
lupus familiaris mayores a 4 afios alimentados con dieta mixta. El estudio se realiz6
en el Centro Médico Veterinario del barrio Pueblo Unido en la ciudad de Quito con la
recoleccion de muestras de placa dental de 33 caninos diagnosticados con EP
moderada y severa. Las muestras se recolectaron con una Cureta Gracey y cepillo
citoldgico, e inmediatamente fueron transportadas en un tubo de tapa roja sin aditivo
al Laboratorio. Se realizd el recuento de unidades formadoras de colonia (UFC)
sembradas en agar de recuento de placa (PCA), las dos bacterias con mayor nimero
de UFC/gr fueron aisladas en medios de cultivo y pruebas bioquimicas para su
identificacion. En los caninos diagnosticados con EP moderada se aislaron bacterias
como Staphylococcus aureus (68,4%), Escherichia coli (68,4%), Proteus mirabilis
(42,1%), Proteus vulgaris (10,5%) y Streptococcus salivarius (10,5%). De manera
similar en los de EP severa se identificaron especies como S. aureus (92,9%), E. coli
(71,4%). P. mirabilis (14,3%), P. vulgaris (14,3%), y Enterococcus faecalis (7,1%).
Finalmente, se evaluo si la presencia de estas bacterias es dependiente del grado de
progresion moderado o severo de la EP y la relacion con el conteo de UFC/gr. Se
concluyé que no hubo diferencia estadisticamente significativa (p=0,975) entre las
bacterias aisladas y el grado de EP, sin embargo, se evidenci6 una diferencia
estadisticamente significativa (p<0,0001) de la presencia de bacterias con relacion a

las medias del conteo de UFC/gr.

Palabras claves: Enfermedad periodontal, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

caninos
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ABSTRACT

The objective of this research was to determine the predominant bacterial agents
present in moderate and severe periodontal disease (PD) in Canis lupus familiaris older
than 4 years old fed a mixed diet. The study was carried out in the Veterinary Medical
Center of the Pueblo Unido neighborhood in the city of Quito with the collection of
dental plaque samples from 33 canines diagnosed with moderate and severe PD. The
samples were collected with a Gracey Curette and cytological brush and were
immediately transported in a red cap tube without additive to the laboratory. Colony
forming unit (CFU) counts were performed on plate count agar (PCA), the two bacteria
with the highest number of CFU/gr were isolated on culture media and biochemical
tests were performed for identification. In canines diagnosed with moderate PD,
bacteria such as Staphylococcus aureus (68.4%), Escherichia coli (68.4%), Proteus
mirabilis (42.1%), Proteus vulgaris (10.5%) and Streptococcus salivarius (10.5%)
were isolated. Similarly, in those with severe PD, species such as S. aureus (92.9%),
E. coli (71.4%). P. mirabilis (14.3%), P. vulgaris (14.3%), and Enterococcus faecalis
(7.1%). Finally, it was evaluated whether the presence of these bacteria is dependent
on the degree of moderate or severe progression of PD and the relationship with the
CFU/gr count. It was concluded that there was no statistically significant difference
(p=0.975) between the isolated bacteria and the degree of PD, however, there was a
statistically significant difference (p<0.0001) in the presence of bacteria in relation to

the means of CFU/gr count.

Keywords: Periodontal disease, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, canines
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos

Anton y Arriaga (2020) en su investigacion titulada “Identificaciéon microbiologica
en enfermedades gingival-periodontales en perros atendidos en Consultorio
Veterinario el Fortin”, emplearon una muestra de 27 caninos domésticos (diferentes en
raza, sexo y dieta) diagnosticados con enfermedad gingival periodontal de acuerdo al
indice veterinario periodontal, mediante la examinacion odontoldgica bajo anestesia.
Los resultados mostraron que los microorganismos aislados con mayor frecuencia
fueron Enterococcus spp., le continuaron Aspergillus spp., Staphylococcus spp.,

Blastomyces dermatitidis, Proteus spp.y E. coli.

Corrales et al. (2019) presentaron su investigacion que se titula “Identificacion de
microbiota bucal en caninos en estado de abandono”, en la cual recolectaron 29
muestras, de las cuales 23 muestras orales tomadas con escobillon las trasladaron en
un medio de transporte liquido y las restantes en el medio de transporte Viability
Medium Goéteborg Anaerobically III (VMGA-III). Los resultados permitieron aislar 59
bacterias entre ellas: E. coli, Proteus mirabilis, Enterobacter sakazakii, Enterobacter
cloacae, Enterococcus durans, FE. faecalis, Porphyromonas endodontalis,
Fusobacterium spp y Capnocytophaga spp. Esta investigacion establecié que las
bacterias anaerobias se asocian primordialmente con la enfermedad periodontal (EP)

mientras que las enterobacterias se relacionan a la transmision oro-fecal.

Cardenas y Cedeiio (2020) realiz6 un estudio que consistio en determinar la
“Influencia de la alimentacién basada en 3 dietas en la salud gingivalperiodontal en
perros”. En este trabajo realizaron una evaluacién odontologica a 30 canes entre 3-6

afos, los dividieron en tres grupos de 10 perros cada uno. En el primer grupo la



alimentacion era casera, en el segundo de tipo mixta y el ultimo con balanceado. Se
evalu6 mediante el empleo de odontograma, en pacientes bajo un proceso anestésico
que permita la identificacion de signos relacionados a la EP. Los resultados indicaron
que el primer grupo present6 una afectacion periodontal del 80%, el segundo del 100%

y el tltimo con un 90%.

Larrain y Gernandez (2017) en su investigacion titulada “Evaluacion de la Severidad
de la Enfermedad Periodontal en Dientes Premolares Superiores en Comparacion a los
Dientes Premolares Inferiores en Pacientes Caninos”, evaluaron todos los dientes de
54 caninos domésticos con base en el Indice Periodontal Veterinario, para determinar
la presencia y severidad de la EP. Los resultados mostraron que el 81,5% de los perros
tenian algin grado de enfermedad periodontal y el 40% de los dientes estaban
afectados en cierto nivel de dicha enfermedad, con mayor afectacion en los premolares

superiores.

Vega et. al (2014) en su estudio titulado “Determinacién de la susceptibilidad
antibidtica in vitro de bacterias subgingivales en caninos con enfermedad periodontal
moderada a severa”, recolectaron muestras de 30 caninos domésticos de cuatro
refugios. Las bacterias aisladas con mayor frecuencia fueron Porphyromonas
gingivalis (50%), seguidas de Bifidobacterium spp (20%), Prevotella intermedia
(16,7%), Staphylococcus spp (30%) y Enterobacterias (60%). La susceptibilidad
antibidtica mas alta de especies bacterianas aisladas fue contra Imipenem. La

susceptibilidad frente a otros antibioticos dependid de la especie bacteriana.

Cabreta et. al (2012) en su investigacion titulada “Flora bucal en perros de la raza
Beagle con enfermedad periodontal inducida”, emplearon a 10 caninos, los cuales
fueron intervenidos quirirgicamente. El muestreo consistid un exudado de la placa
supragingival con hisopos estériles de algodon que fueron introducidos en medios de
transporte. Los resultados aislaron microorganismos como Neisseria sp y el

Streptococus o hemolitico (100%), Staphylococcus coagulasa negativo (90%),



Corynebacterium sp (80%) y representando un 10% S. epidermitis, Proteus mirabilis

y S. pneumoniae.

Wallis et. al (2021) publicaron su estudio titulado “Microbiota subgingival de perros
con encia sana o enfermedad periodontal temprana de diferentes ubicaciones
geograficas”, en el que investigaron las asociaciones entre la microbiota oral canina y
la ubicacion geografica, mediante la determinacion de la composicion de muestras de
placa subgingival de 587 canes residentes de Estados Unidos, Reino Unido, China y
Tailandia utilizando pirosecuenciacion 454. Los resultados revelaron una marcada
similitud entre las bacterias asociadas con el aumento de la edad y las relacionadas con
la gingivitis: los perros jovenes y los que no tenian gingivitis estaban dominados por
taxones de los filos Bacteroidetes y Proteobacteria, mientras que los perros mayores
y los que tenian una gingivitis moderada, fueron dominados por miembros de los

Firmicutes.

Ruparell et al. (2020) publicaron un estudio acerca de “El microbioma oral canino:
variacion en las poblaciones bacterianas en diferentes nichos”, en el que se perfilo y
compard la microbiota de diferentes nichos dentro de la cavidad bucal canina. Se
recogieron muestras de la placa supragingival y la saliva estimulada de 14 caninos
labradores durante 1 mes. Los resultados determinaron que la microbiota de la placa
supragingival tuvo la mayor diversidad bacteriana y el mayor nimero de diferencias
significativas en taxones individuales en comparacion con los otros nichos orales. Las

bacterias de la mucosa bucal y del dorso de la lengua fueron las mas similares.

Por otro lado, Nuiiez (2016) realiz6 un estudio titulado “Estadificacion de los grados
de severidad de la periodontitis en caninos en base al conteo leucocitario en el liquido
gingivo crevicular”. Las muestras se obtuvieron de 30 perros con peso maximo de
15kg. Los resultados obtenidos a través del test de ANOVA evidenciaron la relacion
positiva entre los neutréfilos identificados por campo y la severidad de la inflamacion.

Posteriormente se determiné la frecuencia de presentacion en los distintos grados de



afectacion periodontal: grado 1-gingivitis en un 13,33%, grado 2-leve 40%, grado 3-

moderada 13,33% y grado 4-severa en un 33,33%.

Karaaslan et. al (2020) realizaron un estudio que se titula “Efecto de las bacterias
asociadas a la enfermedad periodontal en la formacion de calculos dentales: un estudio
in vitro”, en este mencionan que se ejecutd un estudio in vitro y cultivos jovenes de
bacterias en medios de enriquecimiento especificos, medios B2 y B4 soélidos y B2
liquido para establecer la calcificacion activa. Los resultados aislaron a bacterias
como: S. mutans, S. sanguinis y S. gordonii, que mostraron calcificacion en el medio
B2. Las especies S. mutans, S. sanguinis, S. gordonii'y C. matruchotii demostraron
calcificacion en el medio de sal mineral basal (MSB). Mientras que, A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis y . nucleatum no ~ mostraron  ninguna
calcificacion. Concluyeron en que los estreptococos presentes en la placa dental
participan en la formacion del célculo dental mientras que los periodontopatdégenos no

contribuyen en su formacion.

1.2 Categorias Fundamentales

1.2.1 Anatomia dental

Los dientes son una de las estructuras primarias de la cavidad oral que participan
activamente en la masticacion. Anatomicamente todas las piezas dentales del perro se

constituyen de corona, raiz, esmalte, dentina y pulpa (Perrone, 2021).
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Fuente: (Gorrel, 2010).

e Corona

Es la parte visible del diente que sobresale de la encia, se encuentra recubierta por el

esmalte (Roman et al., 2014).

e Raiz
Parte del diente que en condiciones normales estd ubicada debajo de la encia. Esta
cubierta por un tejido conectivo mineralizado conocido como cemento (Roman et al.,

2014).

e Esmalte
Es el tejido mineralizado mas duro del organismo. En el perro, recubre toda la corona
con un grosor de 0,5 mm. A diferencia de otros tejidos, el esmalte no cuenta con

vascularizacion ni inervacion y no puede regenerarse (San Roman, 1999).



¢ Dentina

Es un tejido conectivo calcificado que conforma la mayor parte del diente. Se
encuentra presente desde la erupcion primaria, sin embargo, a partir de la erupcion
dentaria y durante toda la vida del canino, los odontoblastos pertenecientes a la
superficie dentinaria de la pulpa secretan una dentina secundaria, que permitira reparar
el tejido danado, siempre y cuando la pulpa esté sana. Puede liberarse una dentina

terciaria como respuesta a casos de traumatismo sobre el diente (San Roman, 1999).

e Pulpa

Ubicada en el interior del diente, estd constituida por tejido conjuntivo ricamente
inervado y vascularizado. Sus paredes estan revestidas por odontoblastos y se extiende
desde la corona hasta el apice de la raiz. En la corona se encuentra su forma mas
dilatada conocida como camara pulpar, mientras que a la secciébn mas estrecha que
contiene la raiz se le denomina canal pulpar. En la porcion final de este Gltimo, se
localiza el agujero apical o radicular, este apice contiene varias aberturas por donde

ingresan los vasos sanguineos, linfaticos y los nervios (Gorrel, 2013).

1.2.2 Anatomia del periodonto

El tejido periodontal es el aparato de soporte del diente que cumple con la insercion y
sujecion de las piezas dentales a la mandibula o al maxilar. Estd conformado por encia,

cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar (Niemiec, 2013).

e FEncia

Es la estructura que forma una cobertura alrededor del diente. Se divide en una seccion

adherida al periostio y una libre, acoplada a la superficie del diente. La fraccion libre



se redondea formando una invaginacion entre la encia y el diente, denominado surco
gingival. Este surco en un paciente sano es poco profundo y rodea a cada pieza dental,

en perros sanos mide 1-3 mm (Niemiec et al., 2020).

¢ Cemento

Es un tejido avascular que no contiene canales Haversianos por lo que su densidad es
mayor a la del hueso. Posee menor calcificaciéon que el esmalte y la dentina, no
obstante, su liberacion es continuo durante toda la vida. Interviene en el soporte del

diente debido a sus capacidades de reabsorcion y reparacion (Roman et al., 2014).

e Ligamento periodontal

Es un tejido conectivo constituido por fibras de colageno. Su funcién principal es
anclar el diente al cemento por un lado y, por el otro, al hueso alveolar, por lo que actua

como un ligamento suspensorio (Roman et al., 2014).

e Hueso alveolar

Esta conformado por las crestas del maxilar y la mandibula y constituido por cuatro
capas: periostio, hueso compacto, hueso esponjoso y lamina cribiforme. Su funcion es
contener al diente en las cavidades alveolares. Se forma durante la erupcion dental y

se atrofia con la pérdida del diente (Gorrel, 2010).

1.2.3 Erupcion dentaria

Los dientes primarios o deciduos inician su formacion en el titero y erupcionan entre

las 3-12 semanas de edad. Posteriormente al nacimiento las coronas permanentes se



desarrollan y completan su mineralizacion a las 11 semanas. En el perro, la reabsorcion
y el remplazo por los dientes permanentes sucede desde los 3-7 meses de edad. El
esmalte dental termina su formacién antes de la erupcion del diente, mientras que la
raiz continia desarrollandose después de la erupcion dental y por varios meses

(Lobprise y Dogordd, 2019).

e Formulas dentales en caninos

Las formulas dentales actualmente aceptadas para la denticidon canina son las

siguientes (Lobprise y Dodd, 2019):
Denticion primaria: 2 x (3/3 1, 1/1 ¢, 3/3 pm) =28

Denticion permanente: 2 x (3/3 1, 1/1 C, 4/4 PM, 2/3 M) =42

1.2.4 Placa dental

La placa dental o bacteriana estd formada por una capa de biofilm que contiene
diferentes clases de microorganismos que se complementan entre si. Esta capa esta
rodeada por una matriz orgdnica, constituida por glicoproteinas de la saliva, bacterias
bucales y polisacaridos extracelulares que se adhieren a la superficie dental (Toriggia,
2014). Ademas, posee componentes inorganicos como el calcio, fosforo, sodio, potasio
y un minimo de magnesio, los cuales son proporcionados por la saliva y el alimento.
La placa bacteriana inicia a formarse cuando el esmalte dental entra en contacto con
la saliva y por su facilidad de adherencia adquiere bacterias que se depositan en la

superficie del diente (De Gregorio, 2021).

Se observa como un material amarillento de textura pegajosa que puede colonizar
todos los dientes (Ledn et al., 2014). Durante la etapa de formacion, las bacterias mas
frecuentes son Gram positivas, inmoviles y no patdégenas que pertenecen a la flora

normal de la cavidad bucal. Después de 24-48 horas, las bacterias aerobias y



anaerobias facultativas de la placa proliferan generando una superficie rugosa que
permite que demas bacterias se adhieran y estabilicen para lograr cohabitar el mismo

medio (San Roman, 1999).

Si el periodo de estabilizacion de las bacterias no se interrumpe removiendo la placa
mecanicamente, por medio del cepillado dental, el gradiente de las capas mas
profundas del biofilm se altera facilitando el desarrollo de un proceso inflamatorio
como la gingivitis. A continuacion, se forma una placa madura que se extiende hasta
el surco gingival, sitio que dificulta una limpieza eficiente, por lo que su acumulacion
va en aumento. En consecuencia, la microbiota aerobia presente consume oxigeno,
creando un potencial redox bajo, que favorece el crecimiento de bacterias anaerobias
con caracteristicas potencialmente patdgenas, las cuales contribuyen a la severidad de
las etapas posteriores que conforman la periodontitis (Niemiec et al., 2020; Toriggia,

2014).

La placa dental puede diferenciarse en dos tipos: supragingival y subgingival. La placa
supragingival, representa a la estructura microbiana que se encuentra en la superficie
dental, correspondiente al tercio gingival de la corona, con posible extension hasta el
surco gingival. Se estima que puede poseer hasta 100 000 000 000 de bacterias por
gramo. El acimulo de esta placa ocasiona el desarrollo de la gingivitis lo que conduce
a la formacion de la placa subgingival que se extiende dentro del surco gingival o

bolsas periodontales (Pieri et al., 2012).

1.2.5 Bacterias aerobias y anaerobias facultativas

La microbiota aerobia representa un papel significativo en el inicio y la progresion de
la enfermedad periodontal (EP). A medida que las bacterias presentes en la flora
normal de la cavidad bucal como Strepfococcus del grupo viridans (SGV) y
Actinomyces spp. se proliferan, forman la placa supragingival, que se extiende por el

margen libre de la encia. De esta manera las bacterias presentes consumen el oxigeno



disponible del medio lo que genera un entorno en condiciones de anaerobiosis que
posibilita el establecimiento de bacterias anaerébicas (Corrales et al., 2019; San

Roman, 1999).

Como consecuencia al incremento de la acumulacion de placa supragingival, la
poblacion de bacterias que la componen cambia. El nimero general de
microorganismos aerobios viables no se altera, sin embargo, la relacion
anaerobios/aerobios aumenta provocando que la microbiota anaerdbica inicie a
predominar. A su vez, da paso al desarrollo inicial de la gingivitis, asociada a la
presencia de microorganismos anaerobios Gram+ filamentosos y bacilos,
principalmente Staphylococcus spp, Actinomyces spp. SGV, Bifidobacterium y un bajo

numero de especies de Lactobacillus (Corrales et al., 2019; San Roman, 1999).

Con la acumulacion y extension de la placa supragingival las bacterias aerobias que se
han aislado con mayor frecuencia son Streptococcus alfa-hemoliticos comunmente

relacionado con Escherichia coli o Pasteurella multocida (Radice et al., 2006).

1.2.6 Bacterias anaerobias estrictas

Los microorganismos anaerobios estrictos se desarrollan cuando una considerable
acumulacién de placa supragingival con variedad de bacterias se expande debajo del
margen libre de la encia, conformando la placa subgingival, lo que conduce al
desarrollo de bolsas periodontales mas profundas, debido a la excrecion de toxinas y
productos metabdlicos que generan inflamacion en los tejidos periodontales. Por lo
tanto, los niveles de oxigeno llegan a su nivel mas bajo provocando que las bacterias
anaerobias constituyan hasta el 95% de la poblacidon subgingival en las fases de la

periodontitis (Stephan et al., 2008).

En la EP el area subgingival llega a componerse por bacterias del tipo filamentosos y

Gram-, entre estas se describen a especies de Actinomyces en las tltimas fases de la
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gingivitis, Bacteroides spp, y Fusobacterium spp. Mientras que en las etapas mas
avanzadas de la periodontitis resaltan especies como Actinomyces viscosus,
Bacteriodes melaninogenias, Bacteroides melaninogenius, Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum, algunas especies de Proteus, Prevotella intermedia. y

espiroquetas (Negro et al., 2012; Wallis et al., 2021).

1.2.7 Enfermedad periodontal (EP)

La enfermedad periodontal es considerada una afeccidon cronica que engloba brotes
con signos clinicos minimos. Esta patologia perjudica a los tejidos de soporte del
diente y al periodonto que puede terminar con la pérdida de piezas dentales
posteriormente. La principal causa del desarrollo de la EP es la acumulacion de
bacterias orales patogenas, definida como placa bacteriana. La mas compleja de tratar

segun la localizacion de la placa es la subgingival (Patifio, 2017).

e Factores predisponentes de la periodontitis

Dentro de los factores que predisponen a la periodontitis se encuentran (Corrales et

al., 2019):

o Tipo de craneo: braquicéfalos
o Higiene bucal

o Edad

o Razas pequenas

o Tipo de alimentacion

1.2.8 Progresion de la Enfermedad Periodontal

La progresion de la EP se desarrolla en dos procesos: la gingivitis y la periodontitis.
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e Gingivitis

Corresponde a la inflamacion de la encia (primera defensa del diente) sin mucha
patogenicidad y sin alterar las estructuras de soporte del periodonto. Se produce
vasodilatacion, migracion de leucocitos, generacion de prostaglandinas y enzimas
destructivas lo que genera enrojecimiento, hinchazon y dolor de la encia e incluso
puede causar halitosis. En esta fase se mantiene la posibilidad de regresion de la
enfermedad, mediante el manejo adecuado de la salud bucal del animal con medidas
de higiene como el cepillado dental, favoreciendo la eliminacion del agente etioldgico

(Pieri et al., 2012).

La gingivitis es considerada la primera etapa de la EP. El Colegio Americano de
Odontologia Veterinaria (2020) la reconoce como el grado I de la EP, en la que se
evidencia: Inflamacion de la encia, sangrado al sondaje, profundidad del surco gingival
<3 mm sin pérdida de insercion periodontal (0%). No hay movilidad dental (Gorrel,

2010; Niemiec et al., 2020; Rubiano et al., 2012).

Figura 2

Alteraciones anatomicas en la gingivitis

Inflamacion

Placa :
de la encia

dental A8

Fuente: (Fox y Bonda, 2017).
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e Periodontitis

Se define como una enfermedad inflamatoria producida por la placa bacteria
acumulada en la superficie supra y subgingival del diente, que resulta con la pérdida

variable del periodonto (ligamento y hueso alveolar) (Lobprise y Dodd, 2019).

o Etapas de la periodontitis

La etapa inicial es una secuela de la gingivitis no tratada. Comienza con la pérdida de
la insercion del epitelio de union, considerada la primera fase irreversible de la
enfermedad, por lo que se estima que desde este momento solo es posible estabilizarla.
En esta etapa la encia todavia mantiene su topografia normal y puede tener una ligera

recesion gingival en algunas razas (Perrone, 2021).

Mientras que, el proceso inflamatorio se extiende hacia el periodonto de soporte,
constituido por el ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar. Se presenta con
una inflamacién leve en el ligamento periodontal, poca evidencia de pérdida 6sea y
halitosis intensa. Se produce el calculo dental que corresponde a la mineralizacion de
la placa dental, por las sales de la saliva que facilita la adherencia de nuevos
microorganismos con caracteristicas mas patogénicas, elevando la gravedad de las

lesiones provocadas a los tejidos periodontales (Perrone, 2021).

La periodontitis en etapa moderada y severa son las fases més avanzadas de la EP. En
estas etapas la comunidad bacteriana de la placa cambia, presentando una pequeia
cantidad de cocos Gram positivos no moviles y grandes porcentajes de espiroquetas
Gram negativas moviles, practicamente ausentes en individuos sanos. Existe
inflamacion severa con sangrado que responde al minimo estimulo, halitosis intensa,
generalmente retraccion de encia y gran acumulacion de sarro dental. En la mayoria

de los casos puede provocar afectacion sistémica, es decir, las bacterias se
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transportaran por la circulacion sanguinea hacia corazén, higado, rifones,

articulaciones, entre otros (Pieri et al., 2012).

Segin el Colegio Americano de Odontologia Veterinaria (2020) clasifica a la
periodontitis a partir del grado II de la EP. A continuacién, se describen los Indices
Odontoldgicos de Loe y Silness que presenta cada uno de los grados (Gorrel, 2010;

Niemiec et al., 2020; Rubiano et al., 2012):

- Grado II: Periodontitis leve. Halitosis leve. Una fina pelicula de placa
adherida al borde libre gingival. Profundidad del surco gingival 3-5 mm.

pérdida de insercion periodontal 25%. Movilidad dental horizontal <1 mm.

Figura 3

Alteraciones anatémicas en la EP leve

Salivary Calcium

(Ca®)
A
e VS.C.
Gingivitis
V.S.C. e

o

Calculo
supragingival

- Destruccion de ligg.
_periodontal

Fuente: (Fox y Bonda, 2017).

- Grado III: Periodontitis moderada. Halitosis moderada o intensa. Placa
supragingival y/o subgingival. Céalculo que cubre mas del 1/3 del diente.
Profundidad del surco gingival 5-7 mm. pérdida de insercion periodontal 25-

50%, furca 2/3. Movilidad dental horizontal >1 mm.
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Figura 4
Alteraciones anatomicas en la EP moderada
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Fuente: (Fox y Bonda, 2017).

- Grado IV: Periodontitis severa. Halitosis intensa. Placa supra y subgingival, y
alrededor del diente. Calculo sobre los 2/3 del diente. Profundidad del surco
gingival >7 mm. pérdida de insercion periodontal >50%, furca 3/3. Movilidad

dental vertical y horizontal.

Figura 5

Alteraciones anatémicas en la EP severa

Cakulo supragingival
Destruccion del ligg.
periodontal Pérdida 6sea avanzada

Fuente: (Penman et al., 2019).

15



1.3 Objetivos e Hipotesis

1.3.1 Objetivo general

Determinar los agentes predominantes bacterianos presentes en la enfermedad
periodontal moderada y severa en Canis lupus familiaris mayores a 4 afos

alimentados con dieta mixta.

1.3.2 Objetivos especificos

e Identificar los microorganismos bacterianos predominantes presentes en la
placa dental en casos de periodontitis moderada y severa mediante cultivo y el

conteo de unidades formadoras de colonia.

e C(lasificar los microorganismos predominantes presentes en la enfermedad

periodontal mediante cultivo bacterioldgico.

e Relacionar la presencia de las bacterias predominantes con el grado de

progresion de la periodontitis y el conteo de unidades formadoras de colonia.

1.3.3 Hipotesis

Hy: Los agentes bacterianos predominantes en la placa dental de Canis lupus familiaris
no son dependientes de los grados de progresion moderado y severo de la enfermedad

periodontal.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

2.1 Ubicacién

El presente estudio se realiz6 en el Centro Médico Veterinario del barrio Pueblo Unido,
que se encuentra a una latitud 0°17'50.9"S y longitud 78°31'51.2"W, en el canton

Quito, parroquia Quitumbe, en la provincia Pichincha.

Figura 6

Mapa del barrio Pueblo Unido con localizacién del Centro Médico Veterinario

Fuente: Google Maps, 2023
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2.2 Caracteristicas del lugar

Tabla 1

Condiciones Meteoroldgicas

Indicadores Parédmetros
Clima, °C 9°C hasta los 19°C
Altitud, msnm 2 850

Superficie, km? 372,4

Fuente: (Instituto Nacional de Meteorologia e Hidrologia, 2021).

2.3 Materiales y equipos

Materiales de campo

Guantes de exploracion
Mascarilla

Filipino

Jeringuillas

Cureta Gracey

Cepillo citologico
Sonda periodontal

Fichas de odontograma con Sistema Triadan Modificado

Materiales farmacolégicos

Acepromacina
Tramadol
Ketamina

Propofol
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Materiales de oficina

e [Esferos
e Historias clinicas
e Tabla para escribir

e Computadora portatil

Materiales de laboratorio

e Tubos de ensayo sin aditivo (tapa roja)
e Mandil

¢ Guantes de nitrilo

e Botella de vidrio para pesaje

e Agua estéril

e Agar base sangre

e Agar Mc Conkey

e Agar base chocolate

e Agares para pruebas bioquimicas
e Peroxido de nitrogeno

e Agua destilada

e Tubos de ensayo

e Micropipeta

e C(Cajas Petri

e Asade Digralsky

e Asa bacteriologica

e Portaobjetos

Equipos

e Autoclave

e Ultrasonido dental Easy Scaler

e Balanza Gram EH-3 000 (cap. 3 000g; 0,1g)
e Estufa
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e Mechero de Bunsen
e Agitador Vortex
e Contador Digital de Colonias

e (Céamara fotografica

2.4 Factores de estudio

Los factores de estudio de la investigacion son los agentes bacterianos predominantes

presentes en la enfermedad periodontal moderada y severa.

2.4.1 Seleccion de la muestra

Segun los datos registrados en las historias clinicas de los pacientes con EP del centro
médico veterinario ubicado en el barrio Pueblo Unido, se establecid que existe un
promedio de 12 caninos diagnosticados con la enfermedad moderada y severa por mes.
Por lo tanto, se estima un total de 36 pacientes durante la recoleccion de muestras en
un periodo de tres meses. Para determinar la muestra se emplea el calculo descriptivo

de poblaciones finitas mediante la siguiente formula:

B NZ?pq
T d2(N—-1)+Z2pq

n

Fuente: (Aguilar, 2005).
Donde:
n= tamafio de la muestra
N= poblacion total
Z=nivel de confianza
p= probabilidad de éxito
g= probabilidad de fracaso (q= 1-p)

d= precision absoluta (Aguilar, 2005).
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Para el célculo:

n= tamano de la muestra

N=136

7Z=1.96 equivalente a un nivel de confianza de 95%
p= 0.5 equivalente al 50%

g= 1-p (equivalente a 0.5)

d= 0.05 equivalente a una precision del 95%

~ (36)(1.96)2 (0.5)(0.5)
"= 0.05)2(36 — 1) + (1.96)2 (0.5)(0.5)
3457
=705
n = 32.99
n =33

Los caninos fueron seleccionados bajo criterio de inclusion, por lo que para formar
parte de la poblacion se eligieron perros de cualquier raza y sexo, mayores a 4 afos,
alimentados con dieta mixta y cuyo diagndstico odontologico fue EP en grados

moderado y severo.

2.5 Manejo del experimento

Los sujetos de estudios fueron categorizados en dos grupos segun el grado de

progresion de la EP, que se describen a continuacion:

e Grado de progresion de la EP.
- Grupo A: Grado III o moderado
- Grupo B: Grado IV o severo

Seleccionados en base a las etapas de la EP descritas por el Colegio

Americano de Odontologia Veterinaria (2020) y los Indices Odontologicos
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de Loe y Silness, en donde describen al grado III como moderado y grado
IV como severo (Gorrel, 2010; Niemiec et al., 2020; Rubiano et al.,

2012).

2.6 Métodos

2.6.1 Toma de muestras

Para la inspeccion de la cavidad oral los animales seleccionados fueron sometidos a
un plan anestésico con base a sus signos vitales. Mediante la técnica de Anestesia Total
Intravenosa (TIVA). En la evaluacion, mediante odontograma dental, se inspeccion6
movilidad, hiperplasia, retraccion gingival, profundidad del sondaje, placa dental,
calculo, gingivitis y periodontitis. Y de acuerdo con los resultados se clasificé en EP
moderada (grupo A) y severa (grupo B). Mientras que las muestras se recolectaron con

el empleo de la Cureta Gracey.

Técnica de obtencion de muestra con Cureta Gracey

— Se selecciono la pieza dental afectada y con el empleo de una Cureta Gracey
numero 7/8 se realiz6 el raspado de la placa supragingival de la cara vestibular
del diente.

— Se recogid con el cepillo citologico estéril la placa resultante del raspado
vestibular para colocar la muestra en un tubo de ensayo sin aditivos (tapa roja).

— A continuacidn, se traslad6é inmediatamente la muestra al Laboratorio, para su

respectivo analisis.
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Sondaje Periodontal

— Después de la toma de muestra se llevo a cabo la profilaxis dental en la que se
retir6 placa supra y subgingival, con la finalidad de realizar un mejor sondaje
periodontal para medir con mayor precision al surco gingival y las bolsas

periodontales.

2.6.2 Cuantificacion de bacterias, UFC

Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo Plate Count Agar (PCA) se prepard conforme a la cantidad
de muestras que se esperaba recolectar semanalmente. Se disolvio 5,7 gr del
agar en 300 ml de agua destilada, se coloco sobre un reverbero eléctrico hasta
su ebullicion, con la ayuda de un agitador magnético para su completa
disolucion. Posteriormente fue autoclavado a 121 °C durante 15 minutos. A
continuacion, el medio preparado se repartid en cajas Petri de 10cm de

diametro que fueron almacenadas a 2-8°C hasta su utilizacion.

Procesamiento de la muestra

— En una botella de pesaje de vidrio estéril se pes6 1gr de muestra para cada

paciente.

— Se proces6 la muestra en un matraz mediante una dilucion madre 1 en 9,
colocando 1ml de la muestra con una cantidad 9 veces superior de medio estéril

(agua destilada), es decir, 9 ml, para formar 10ml.

— A continuacion, en el primer tubo de ensayo, se colocé 9ml de agua destilada,
y con la ayuda de una micropipeta, 1ml de la suspension madre (-1),

inmediatamente se mezcld con ayuda del agitador vortex.
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En el segundo tubo se colocd 9ml de agua destilada y se anadio Iml de la

dilucioén (-1), para formar la dilucion (-2).

Se transfirio 1 ml de la dilucién final (-2) en la placa con agar PCA, e
inmediatamente con un asa de Digralsky se distribuy6 la muestra en diferentes

direcciones sobre la superficie del medio.

Posteriormente, se incub6 en una estufa a 37°C durante 24-48h.

Al finalizar se realiz6 un conteo de colonias UFC de aerobios y anaerobios
facultativos totales, y uno especifico por diferenciacion de 2 colonias
predominantes. Para el conteo de aerobios totales se colocd la placa sobre un
Contador de Colonias Digital, se aplico el recuento directo para pocas colonias
bacterianas (25-250), y posteriormente multiplicarlo por el factor de dilucion
(10 ?). Mientras que se aplicod el recuento estimado, cuando el numero de
colonias superaba las 250, y de esta manera se reportd como >250 000 en

UFC/ml.

De manera similar, para el conteo de colonias predominantes, se aplico el
método directo (25-250 colonias) e indirecto en placas con un alto numero de
colonias. Se contabilizaron las colonias presentes en la superficie mediante el
conteo de cuatro cuadriculas centrales de 1 cm? cada una. Los resultados
adquiridos se promediaron y a este dato se lo multiplico por el factor 78,
correspondiente al didmetro de la placa Petri de 10cm. Una vez realizado el
recuento directo y promediado el indirecto, a ambos resultados se les multiplicd

por el inverso de la dilucién y se los reporté en UFC/gr.
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Cultivo de bacterias en aerobiosis

Preparacion de los medios de cultivo

Agar base sangre:

Se disolvid 8 gr de agar base sangre en 200 ml de agua purificada, se dejo
reposar 5 min y se mezclo hasta obtener una suspension homogénea. La mezcla
se calentd en un reverbero eléctrico hasta la ebulliciéon durante un minuto, con
la ayuda de un agitador magnético para su completa disolucion. El resultado se
coloco en un matraz que inmediatamente se llevo a autoclave a 121 °C durante
20 minutos.

Posteriormente se dejo enfriar a 45-50 °C y se agregd 5 % de sangre ovina
desfibrinada estéril. Inmediatamente se colocd en placas Petri estériles para su

almacenamiento a 2-8°C de temperatura.

Agar base chocolate:

Se suspendi6 13,2 gr de agar base chocolate en un vaso de precipitacion con
300 ml de agua purificada. A continuacion, se calentd en un reverbero eléctrico
hasta la ebullicién por un minuto, con la ayuda de un agitador magnético para
su completa disolucion. La mezcla fue distribuida en un matraz cubierto para
autoclavar a 121°C durante 15 min. Se dejo enfriar a 45-50 °C y se agreg6 5 %
de sangre ovina desfibrinada estéril. Posteriormente se calent6 a 80°C por 10
minutos mientras se mezclaba constantemente hasta que tomo la coloracion
chocolate. Se lo dejo enfriar a 45-50°C y finalmente se lo colocé en placas Petri

estériles para su almacenamiento.

Agar MacConkey

Se suspendi6 10 gr de agar MacConkey en un vaso de precipitacion con 200
ml de agua purificada. A continuacion, se dejo reposar durante 5 minutos e

inmediatamente se calentd en un reverbero eléctrico hasta la ebullicion por uno

25



a dos minutos, con la ayuda de un agitador magnético para su completa
disolucion. La mezcla fue distribuida en un matraz cubierto para autoclavar a
121°C durante 15 min. Después de que el medio tomo un color rojizo purpura

fue repartido en cajas Petri para su almacenamiento.

Agar eosina-azul de metileno (EMB)

Se suspendid 10,8 gr de agar EMB en un vaso de precipitacion con 300 ml de
agua purificada. A continuacion, se dejé reposar durante 15 minutos e
inmediatamente se calentd en un reverbero eléctrico clarificacion a punto de
ebullicion, con la ayuda de un agitador magnético para su completa disolucion.
La mezcla fue distribuida en un matraz cubierto para autoclavar a 121°C
durante 15 min. Después el medio fue repartido en cajas Petri para su

almacenamiento a 2-8°C hasta su uso.

Siembra

De la caja Petri que contiene PCA se selecciono las dos colonias con mayor
crecimiento segun el recuento de UFC/gr y se realiz6 una resiembra por estria
en angulo recto en medios enriquecidos, selectivos, no selectivos y selectivo-
diferencial como lo son el Agar sangre, Agar MacConkey, Agar chocolate y

Agar eosina-azul de metileno, respectivamente.

A continuacion, las placas fueron incubadas en aerobiosis a temperatura de

37°C por 24 horas.

El medio de cultivo con agar sangre no es selectivo, por lo que permitié el
aislamiento de bacterias Gram positivas y negativas, e incluso complement6 la

identificacion bacteriana por reaccion hemolitica.

Para la identificacion de cocos Gram positivos se realizo la prueba de coagulasa

en placa. Con una pipeta se anadid suero de conejo sobre las colonias que
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crecieron en el agar chocolate, se esparce el suero por toda la superficie.
Cuando la reaccién fue positiva se evidencido la formacion de coagulos
blanquecinos sobre las colonias, lo que significa que la bacteria identificada se

trata de Staphylococcus aureus.

El medio de cultivo MacConkey es selectivo por lo que permiti6 el aislamiento

de bacilos Gram negativos.

Mientras que para confirmar o descartar a cocos Gram negativos, la bacteria

fue sometida a la prueba bioquimica oxidasa.

Por otro lado, para identificar las especies de otras colonias predominantes, la
bacteria aislada fue sometida a pruebas bioquimicas (TSI-Hierro triple azlcar,
LIA-Lisina Hierro, coagulasa, catalasa, urea, citrato de Simmons, rojo de
metileno, bilis esculina) que condujeron a una identificacion mas especifica de

la bacteria de interés.

2.7 Analisis estadistico

Los datos resultantes de la presente investigacion fueron analizados mediante una

estadistica cualitativa empleando la prueba de Chi cuadrado de Pearson, para

determinar si existe una diferencia significativa entre las variables consideradas.

Asimismo, se realizd un andlisis descriptivo a través de tablas de frecuencia,

diagramas, y medias.

2.8 Variable respuesta

Identificacion de microbiota predominante por muestra:

e Unidades formadoras de colonia (UFC)

e Relacion de las bacterias predominantes con los grupos Ay B
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e Relacion de las bacterias predominantes con los grupos A y B segun el

conteo de UFC
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de los resultados

La muestra del presente estudio se establecid6 con 33 caninos domésticos que
presentaron EP en los grados moderado y severo, grupo A 'y B respectivamente. En el
grafico 1 se observa que de los 33 pacientes se diagnosticaron al 58% de los casos con

EP de grado II1, y el 42% restante con el grado IV.

Gréfico 1
Porcentaje de caninos muestreados diagnosticados con Enfermedad Periodontal

moderada o severa

mEP Moderada % mEP Severa %

En esta investigacion la edad fue considerada como parte del criterio de inclusion, por
lo que solo los pacientes con EP moderada o severa, mayores a 4 afios formaron parte
de la muestra. En la tabla 2 se detallan los porcentajes de pacientes que presentaron EP
en etapas avanzadas y su presencia por edad. Entre los 19 caninos con EP moderada,
los tres mas destacados fueron los pacientes de 4 y 8 afos, 4 pacientes que representan

el 21% pertenecen a una edad de 4 afios y 4 pacientes que representan el 21%
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corresponden a una edad de 8 afios, mientras que 3 pacientes representan el 16%
pertenecen a una edad de 6 afios. A diferencia de los 14 caninos diagnosticados con EP
severa en los que los mas destacados fueron los pacientes de 9 afios con 4 pacientes

ue pertenecen al 29% y los de 7 afios con 3 pacientes que corresponden al 21%.
que p

Tabla 2
Grados de progresion de EP relacionados con la edad

EP moderada EP severa

Edad (afios) N % N %
4 4 21 1 7

5 2 11 2 14

6 3 16 2 14

7 2 11 3 21
8 4 21 0 0

9 1 5 4 29
10 1 5 1 7
11 2 11 0 0
12 0 0 0 0
13 0 0 1 7

Total 19 100 14 100

En los perros el aumento de la edad es considerado uno de los factores predisponentes
al desarrollo de la EP. Estudios previos como el de Maetahara et al., (2010) sustentan
que la frecuencia y severidad de esta patologia incrementa con la edad, en dicho
estudio los intervalos de 5-8 afios y el de mayores a 8 afos presentaron casos de
periodontitis moderada con un 37,5%, al igual que la EP severa con una frecuencia de
15,8%, dichos datos los diferenciaron del grupo de 1-4 afios, el cual solo resaltd casos

de gingivitis y una baja frecuencia de EP leve.

30



Los resultados en el presente estudio, contrastan parcialmente con Maetahara et al.
(2010), debido a que ambos grados de periodontitis fueron diagnosticados en caninos
desde los 4 afios. En los pacientes con EP moderada los mayores porcentajes
pertenecieron a caninos de 4 y 8 afos (21% por edad), mientras que los casos de
periodontitis severa tuvieron la mayor presencia (29%) en pacientes con 9 afios. A su
vez, estos hallazgos concuerdan con Sauer et al. (2018) que observaron un incremento
de frecuencia de ambos grados de EP en perros entre 4-9 afios. Ademas, demostraron
su postura con una correlacion significativa (0,7 p<0,01) entre el aumento de la edad

con el progreso de la EP a su ultima etapa.

3.1.1 Identificacion de las bacterias predominantes en la EP moderada y
severa mediante el cultivo y conteo de UFC.

Tabla 3
Identificacidn de las bacterias aisladas en EP moderada mediante cultivo y
conteo de UFC

Bacterias aisladas N % UFC x
Staphylococcus aureus 13 68,4 137 154
Escherichia coli 13 68,4 172 462
Proteus mirabilis 8 42,1 104 000
Proteus vulgaris 2 10,5 90 500
Streptococcus salivarius 2 10,5 217 500
Total 19 100 721 616

Las 33 muestras de placa dental fueron sometidas a un estudio microbiologico
mediante cultivo y pruebas bioquimicas. En la tabla 3 se enlista a las bacterias con
predominancia identificadas de las muestras de los caninos con EP de grado III. Se
observa que las especies aisladas en esta etapa fueron 5, como Staphylococcus aureus
que se aislé en 13 pacientes (68,4%) con un valor medio de UFC de 137 154,
Escherichia coli en 13 pacientes (68,4%) con una media de UFC de 172 462, Proteus

mirabilis en 8 pacientes (42,1%) con un valor medio de UFC de 104 000, Proteus
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vulgaris en 2 pacientes (10,5%) con una media de UFC de 90 500 y Streptococcus
salivarius en 2 pacientes (10,5%) con un valor medio de UFC de 217 500.

Tabla 4

Identificacion de las bacterias aisladas en EP severa por cultivo y conteo de

UFC

Bacterias aisladas N % UFC x

Staphylococcus aureus 13 92,9 321 846
Escherichia coli 10 71,4 194 400
Proteus mirabilis 2 14,3 42 000
Proteus vulgaris 2 14,3 175 000
Enterococcus faecalis 1 7,1 4000

Total 14 100 737 246

De manera similar la tabla 4 muestra las bacterias aisladas en los pacientes con EP de
grado IV. En esta etapa se aislaron a 5 especies, como Staphylococcus aureus que se
identifico en 13 pacientes (92,9%) con una media de UFC de 321 846, Escherichia
coli en 10 pacientes (71,4%) con un valor medio de UFC de 194 400, Proteus mirabilis
en 2 pacientes (14,3%) con una media de UFC de 42 000, Proteus vulgaris en 2
pacientes (14,3%) con un valor medio de UFC de 175 000 y Enterococcus faecalis en
1 paciente (7,1%) con un conteo de UFC de 4 000.

Vega et al. (2014) aislaron los principales agentes bacterianos presentes en la EP
moderada a severa. La frecuencia fue alta para las especies Escherichia coli (40%) y
Staphylococcus aureus (30%). Esto concuerda con el presente estudio debido a que
tanto S. aureus y E. coli, fueron las bacterias aisladas con mayor frecuencia en ambas
etapas de la EP (Tablas 3 y 4). Ademas, coincide con la frecuencia baja de especies
como P. mirabilis y P. vulgaris en los casos de periodontitis severa, con un 6,7% cada

una, del total de caninos empleados en su estudio, asi como fue el caso en esta
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investigacion, en el que ambas especies de Profeus representan solo el 14,3% de

bacterias aisladas en las muestras de los pacientes con EP grado I'V.

No obstante, la baja frecuencia de Enterococcus faecalis difiere con Souto y Colombo
(2008) quienes mencionan que es comun el aislamiento de esta especie en pacientes
con periodontitis severa, e incluso lo demostraron con la deteccion del 34,9% de un
total de 56 pacientes con EP del grado IV. Por otro lado, Streptococcus salivarius, una
de las especie con baja frecuencia en los casos de EP de grado 11l (tabla 3) es una
bacteria predominante de la mucosa lingual segun Corrales et al. (2019), por lo que
se mantiene en contacto directo con la placa dental, lo cual justifica su presencia poco

relevante.

Grafico 2
Comparacion de frecuencias porcentuales de las bacterias predominantes

segun el grado 11y IV de EP
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El grafico 2 presenta las frecuencias porcentuales de cada bacteria predominante

aislada en esta investigacion, con relacion a los grados Il y IV de progresion de la EP.
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Las barras y porcentajes del grafico muestran que existe mayor frecuencia de
aislamiento en el grado severo, cuatro de 6 bacterias lo demuestran. Entre las que se
describen a S. aureus con un 92,9% en EP de grado severo sobre el 68,4% de esta
especie en el grado moderado, 71,4% de E. coli sobre un 68,4%, 14,3% de P. vulgaris
contra un 10,5% y la presencia singular de E. faecalis con un 7,1% en el grado severo
sobre el 0% en el grado moderado. Mientras tanto, solamente el agente P. mirabilis
con 42,1% en el grado moderado supera la frecuencia porcentual sobre el 14,3% en el
severo, ademas de la presencia particular de S. salivarius con un 10,5% en la EP

moderada sobre el 0% en el grado severo de la EP.

3.1.2 Clasificacion de los agentes bacterianos predominantes mediante cultivo

bacterioldgico

Tabla5
Clasificacion de bacterias aerobias y anaerobias facultativas

Bacterias aerobias y anaerobias facultativas

Cocos (+) N %  Bacilos (-) N %
Staphylococcus aureus 26 89,7 Escherichia coli 23 62,2
Streptococcus salivarius 2 6,9  Proteus mirabilis 10 27
Enterococcus faecalis 1 3,4 Proteus vulgaris 4 10,8
Total 29 43,9 37 56,1

Las muestras de placa dental fueron procesadas en el medio de cultivo PCA que
permite el crecimiento de microorganismos aerobios y anaerobios. Posteriormente las
bacterias predominantes son sembradas en diferentes medios de cultivo para su
identificacion. Dando como resultados que el 43,9% corresponda a bacterias del tipo
cocos Gram positivos, dentro de los cuales se describen a S. aureus (89,7%), S.
salivarius (6,9%) y E. faecalis (3,4%). Al mismo tiempo el 56,1% restante de las
muestras, concierne a bacterias del tipo bacilos Gram negativos como E. coli (62,2%),

P. mirabilis (27%) y P. vulgaris (10,8%), ilustradas en la tabla 5.
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Negro et al. (2012) consideran a los cocos Gram positivos como parte de la microbiota
presente en el desarrollo inicial de la placa bacteriana, que cambia con la severidad de
la patologia periodontal a una microbiota predominante por bacilos anaerobios Gram
negativos. Lo que contrasta ligeramente con esta investigacion (tabla 5), debido a que
tanto cocos Gram positivos y bacilos Gram negativos fueron bacterias predominantes

aisladas de los grados avanzados de la EP Il y IV.

3.1.3 Relacién entre las bacterias predominantes con los grados moderado y

severo de la periodontitis y el conteo de UFC

Tabla 6
Relacion de las bacterias identificadas con grado I11'y IV de la EP mediante

la Prueba de Chi cuadrado de Pearson

Chi cuadrado
Bacterias predominantes aisladas
Pearson
P
G P S. E.
S. aureus E. coli vulgar Total
mirabillis ) salivarius  faecalis x2 x2
" Cal  Crit P

n % n % n % n % n % n % N %

A 1350 13 57 8 80 2 50 2 100 0 O 38 58 5,60 11,07 0,975

B 1350 10 43 2 20 250 0 0 1 100 28 42 ns

26 100 23 100 10 100 4 100 2 100 1 100 66 100
Total

Nota: G: Grupos. Grupo A: EP moderada. Grupo B: EP severa. x? Cal: Chi cuadrado calculado.

x2Crit: Valor critico. P: significancia.

En la tabla 6 se describen la relacion entre las bacterias reportadas y la progresion de
la EP. Para evaluar si existe asociaciéon o diferencia significativa entre el valor
estadistico calculado de Chi cuadrado comparado con el valor critico de su
distribucion. En este caso el valor critico de 11,07 es mayor al del Chi cuadrado
calculado de 5,60, lo que corresponde a un valor p=0,975, por lo que no presenta
diferencia estadisticamente significativa. Por lo tanto, no se evidencia la relacion de

las bacterias en dependencia al grado de EP.
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Radice et al. (2006) determinaron la flora bacteriana presente en caninos
diagnosticados con diferentes etapas de EP. Entre las especies anaerobias facultativas
aislaron con mayor frecuencia porcentual, 38% del total de pacientes, a Streptococcus
alfa hemolitico asociado con E. coli. Mientras que, Vega et al. (2014) aislaron a 21
especies bacterianas en caninos con EP moderada a severa. Las bacterias identificadas
con mayor frecuencia fueron Porphyromonas gingivalis, E. coliy S. aureus, y al igual
que en el anterior estudio se presentaron de manera indiscriminada en los pacientes
con diferentes grados de la EP. Por lo tanto, estas investigaciones sustentan la
interpretacion de la tabla 6, que no existe una dependencia de las bacterias con base a

las etapas de la EP.
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Tabla 7

Relacion de las bacterias identificadas con el conteo de UFC/gr mediante la Prueba de Chi cuadrado de Pearson

Bacterias predominantes aisladas Chi cuadrado Pearson
S. aureus E. coli P. mirabillis P vulgaris S. salivarius  E. faecalis Total
G x2 Cal x2 Crit P
n % n % n % n % n % n % N %
A 137154 29,88 172462 47,01 10400 71,23 90500 34,09 348000 100 0 0 852 116 53,61

475029,64 11,07 <0,0001

B 321846 70,12 194400 52,99 42000 28,77 175000 6591 0 0 4000 100 7379246 46,39

Total 459000 100 366862 100 146000 100 265500 100 348000 100 4000 100 |s58936] 100

Nota: G: Grupos. Grupo A: EP moderada. Grupo B: EP severa. x? Cal: Chi cuadrado calculado. xCrit: Valor critico. P: significancia.
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La tabla 7 refleja que el valor critico de 11,07 es menor al del Chi cuadrado calculado
de 475 029,64, lo que corresponde a una diferencia estadisticamente significativa
(p<0,0001) entre las medias del conteo de unidades formadoras de colonias de cada
bacteria en los grupos A y B de los sujetos de estudio, que representan a los casos de

EP moderada y severa respectivamente.

Medicamente se explica que a mayor cantidad de tiempo transcurrido sin tratar la EP
las UFC también incrementan su nimero en conjunto con la progresion de la EP, por
lo que se justifica que la relacion entre el grado de EP y el conteo de UFC sean
dependientes, como lo demuestran Medina et al. (2017) quienes aplicaron un
tratamiento a base de una infusion de Manzanilla al 20% en caninos diagnosticados
con EP grado I y observaron una disminucion del 84,83% del conteo total de las UFC

desde el dia 15.

3.1.4 Categorizacion por intervalos de las bacterias predominantes aisladas

con mayor frecuencia en funcién a la cantidad de UFC/gr

Las tablas 8, 9, 10, 11 y 12 estan conformadas por intervalos establecidos mediante la
Regla de STURGES para datos agrupados, la misma que permite calcular informacién
como numero de intervalos, datos de la muestra, amplitud de rango y los limites
inferior y superior de cada intervalo. Las siguientes categorizaciones estan realizadas
con base al recuento de UFC/gr de cada bacteria aislada en la presente investigacion

(Anexos 8-12).
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Tabla 8
Categorizacion de Staphylococcus aureus en EP moderada

Intervalos de UFC/gr Frecuencia
N° de intervalos LI LS n %
1 4000 106 000 9 69,2
2 106 000 208 000 1 7,7
3 208 000 310 000 0 0
4 310 000 412 000 2 15,4
5 412 000 514 000 1 7,7
Total 13 100
MEDIA 208 000 310 000

Nota: LI: limite inferior. LS: limite superior

La tabla 8 refleja los limites inferiores y superiores de 5 intervalos a partir de los
valores minimo y méaximo obtenidos de S. aureus en casos de periodontitis moderada,
con una amplitud de 102 000 para cada uno. En el primer intervalo esta bacteria se
presentd con una frecuencia porcentual de 69,2%, en el segundo con 7,7%, en el
tercero no hubo casos reportados, el cuarto con 15,4% y el quinto con 7,7%. Se
establecieron las medias de los limites inferiores y superiores que dieron como
resultado un intervalo promedio de 208 000 - 310 000 UFC/gr de S. aureus en EP

moderada.
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Tabla 9

Categorizacion de Staphylococcus aureus en EP severa

Intervalos de

UFClgr Frecuencia

N° de intervalos LI LS n %
1 31000 187200 4 30,8

2 187200 343400 4 30,8

3 343400 499600 3 23,1

4 499 600 655 800 1 7,7

5 655800 812 000 1 7,7

Total 13 100

MEDIA 343400 499 600

Nota: LI: limite inferior. LS: limite superior

De la misma forma en la tabla 9 se describen los limites inferiores y superiores de 5
intervalos de S. aureus en casos de periodontitis severa, con una amplitud de 156 200
para cada uno. En el primer y segundo intervalo esta especie se presentd con una
frecuencia de 30,8%, en el tercero con 23,1%, mientras que en el cuarto y quinto con
7,7%. Se establecieron las medias de los limites inferiores y superiores que dieron

como resultado un intervalo promedio de 343 400 - 499 6000 UFC/gr de S. aureus en

EP severa.
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Tabla 10
Categorizacion de Escherichia coli en EP moderada

Intervalos de UFC/gr Frecuencia
N° de intervalos LI LS N %
1 6 000 101 200 6 46,2
2 101 200 196 400 1 7,7
3 196 400 291 600 4 30,8
4 291 600 386 800 0 0
5 386 800 482 000 2 15,4
Total 13 100
MEDIA 196 400 291 600

Nota: LI: limite inferior. LS: limite superior

El mismo procedimiento que para S. aureus se ilustra en la tabla 10 con respecto a E.
coli en casos de periodontitis moderada. Donde en el primer intervalo se presenta con
una frecuencia de 46,2%, en el segundo con 7,7%, el tercero con 30,8%, en el cuarto
no hubo casos reportados y el quinto con 15,4%. Se obtuvieron las medias de ambos
limites que dieron como resultado un intervalo promedio de 196 400 - 291 600 UFC/gr

de E. coli en EP moderada.
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Tabla 11
Categorizacion de Escherichia coli en EP severa

Intervalos de UFC/gr Frecuencia

N° de intervalos LI LS N %

1 22 000 212 000 7 70

2 212000 402 000 1 10

3 402 000 592 000 1 10

4 592000 782 000 1 10

Total 10 100
MEDIA 307 000 497 000

Nota: LI: limite inferior. LS: limite superior

La tabla 11 muestra 4 intervalos de E. coli en periodontitis severa. Dentro del primer
intervalo su frecuencia porcentual fue de 70%, mientras que en el segundo, tercero y
cuarto fue de 10%. Las medias de los limites inferiores y superiores de los intervalos
dieron como resultado un intervalo promedio de 307 000 - 497 000 UFC/gr de E. coli

en EP severa.

Tabla 12

Categorizacion de Proteus mirabilis en EP moderada

Intervalos de UFC/gr Frecuencia

N° de intervalos LI LS N %
1 7 000 121 500 6 75

2 121 500 236 000 1 12,5
3 236 000 350 500 0 0

4 350 500 465 000 1 12,5

Total 8 100

MEDIA 178 750 293 250

Nota: LI: limite inferior. LS: limite superior
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Por otra parte, P. mirabilis solo se categorizé en el grado moderado de la EP, detallada
en la tabla 12, a causa de la baja frecuencia porcentual en el grado severo. En esta se
presenta 4 intervalos, con un 75% de frecuencia de esta especie en el primer intervalo,
en el segundo y el cuarto con 12,5%, debido a que no se reportaron casos para el
tercero. El intervalo promedio resultante de las medias de los limites inferior y superior

fue de 178 750 - 293 250 UFC/gr de P. mirabilis en EP moderada.

Los datos de cuantificacion de UFC no tienen informacioén que respalde su estimacion
de intervalos por especie bacteriana, para su respectiva categorizacion por grado de
progresion de la EP, sin embargo, los conteos individuales de cada bacteria
predominante permitieron una relacion de intervalo y amplitud de rango calculada, que
facilitdé un planteamiento de escalas por agente bacteriano predominante con alta
frecuencia porcentual. Datos que se recomiendan podrian ser utilizados para establecer

el grado de progresion de la EP mediante el conteo de UFC/gr en valores promedios.

3.2 Verificacion de hipotesis

Se acepta la hipdtesis nula, en la que sefiala que los agentes bacterianos predominantes
en la placa dental de Canis lupus familiaris no son dependientes de los grados de

progresion moderado y severo de la enfermedad periodontal.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos, los agentes bacterianos
predominantes en el analisis de la placa dental de caninos con enfermedad
periodontal moderada y severa a partir del cultivo y el recuento de UFC/gr,
consistieron en especies como Staphylococcus aureus con 68,4% del grado I11
y 92,9% para el grado IV, Escherichia coli con 68,4% del grado 111y 71,4%
grado 1V y Proteus mirabilis con 42,1% para el grado 111y 14,3% grado 1V,
las mismas que fueron aisladas con mayor frecuencia. Mientras que especies
como Proteus vulgaris con 10,5% del grado 111 y 14,3% del grado 1V,
Streptococcus salivarius (10,5%), Enterococcus faecalis (7,1%) también
fueron identificadas como predominantes en muestras puntuales, pero su

frecuencia porcentual fue baja.

Las especies bacterianas aisladas pertenecen al grupo de aerobios y anaerobios
facultativos. Entre ellas se mencionan especies de cocos Gram positivos que
son altamente resistentes y logran adaptarse a diversos medios como S. aureus,
S. salivarius y E. faecalis. También se identificaron bacilos Gram negativos
como E. coli, P. mirabilis y P. vulgaris que son considerados parte de la

microbiota normal del perro a niveles del tracto gastrointestinal y urogenital.

A partir del andlisis estadistico se comprobd que las bacterias aisladas no
dependieron del grado de progresion de la EP moderada y severa para
desarrollarse, es decir, pueden estar en ambas etapas de la periodontitis, sin
embargo, lo que las diferencia es la carga bacteriana que contienen en cada
grado de progresion de la EP, la misma que es respaldada estadisticamente con

la relacion existente entre la presencia de las bacterias y el recuento de UFC/gr.
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4.2 Recomendaciones

Para complementar la informacion proporcionada mediante esta investigacion,
se recomienda realizar mas estudios que expongan la importancia del aumento

de la carga bacteriana en el progreso de la EP moderada y severa.

Encaminar posteriores estudios a la microbiota anaerobia estricta que causa la
mayoria de afecciones a nivel subgingival y puede llevar a los pacientes a un

estado cronico de enfermedad periodontal.
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ANEXOS

Anexo 1. Poblacion mensual de pacientes caninos con EP moderada y severa

TIEMPO

GRADOS DE PROGRECION DE EP

Total
Meses Moderada Severa
oct-22 6 5 11
nov-22 9

dic-22

12

3
7
9
6
5

N (o0 [ W[ WLk [ O\

ene-23 12
feb-23 14
mar-23 12
X 11,67
X Mensual 12
Anexo 2. Ficha de Odontograma
Registro Dental Canino
Propietario: Fecha: Abreviaciones
Nombre del paciente: Sexo: Edad: Peso:
D";‘"' 10 | 109 | 103 | 107 | 106 | 105 | 104 | 103 [ 102 | 101 | 200 | 202 (203 [ 204 | =205 (o906 | 207 | 208 | 209 | 210
¢ Cit =Depdsitos de Placa (supo/sub) ylo
G caleulo(0-3)
f Gn = Puntuacion de gingivitis (1-3)
= Iz = Pérdida deInsercién (%)
Fr =Profundidad del surco gingival (mm})
- Frn=Furca(1-3)
FD Mr = Movilidad (0-3)

Palatal

” N ;
IOV NN NI
T DD RDDD

1004 D vt
DD

Buceal -

DD DDR®

BAARSD DI T

DRI IBRB®

I §8¢ doamiRme

£

FD = Diagnéstico periodontal (1-4)

B =Biofilm

A = Abscesos

FE =Pulpa expuesta
FDnnn=Diente de leche persistente

U =Ulcera

X = Extraido
O =Dienteno presents

7 =Inclinacidn/posicionamiento

| 411 | 40 | 409 | 408 | 407 | 406 | 405 | 404 | 403 | 402 | 401 | 300 | 302 | 303 | 304 | 305 | 306 | 307 | 308 | 309 | 310 3l
#=Fractura
c
G .
Observaciones:
1
P
M
FD

Fuente: (Niemiec et al., 2020; Perrone, 2021).
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Anexo 3. ldentificacion de paciente

Preanestesia intramuscular

Paciente anestesiado

Anexo 4. Tomay envio de muestra

Paciente con EP moderada Paciente con EP severa
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Raspado de la placa dental con Cureta

Gracey

Toma de muestra con cepillo citologico Muestra en tubo sin aditivo

Rotulacion de la muestra Envio de muestra al laboratorio
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Profilaxis dental

Sondaje periodontal

Anexo 5. Registro del estado clinico de las piezas dentales en el Odontograma

Registro Dental Canino
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e e
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Paciente macho con EP moderada

Registro Dental Canino

Propictario: Morcia  Ouiiotas
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Nombre del paciente: Medioluna
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PD = Diagnéstico periodontal (1-4)
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Paciente hembra con EP moderada

54




Registro Dental Canino
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Paciente hembra con EP severa
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Anexo 6. Crecimiento bacteriano en placa PCA

Crecimiento de colonias en PCA Crecimiento de colonias en PCA

Anexo 7. Conteo total de UFC/ml de las muestras de placa dental en cada paciente

RESULTADOS
N° Nombre | Total, UFC/ml | Bacterias Predominantes Aisladas
1 | Rockys 525 000 Staphylocc_Jccu_s aureus
Proteus mirabilis
5 | simur >100 000 Staphyl_ocgccus_aureus
Escherichia coli
3 | Duque 100 000 Streptococcus salivarius
Staphylococcus aureus
4 |Toby 150 000 Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalis
5 |Lulu 5250 000 Staphyl_ocgccus_aureus
Escherichia coli
6 |canela 5200 000 Escherichia coli
Staphylococcus aureus
7 | Medialuna |>250 000 Escherichia coli
Staphylococcus aureus
i Proteus mirabilis
8 |Felipe >250 000 Escherichia coli
9 |Pequefia | <50 000 Escherichia colt
Proteus vulgaris
10 | Max <50 000 Staphylocc_)ccu_s aureus
Proteus mirabilis
11 |Renzo  |>150000 Proteus vulgaris
Escherichia coli
12 | Chavo 250 000 Escherichia coli
Staphylococcus aureus
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Staphylococcus aureus

13 |Rutilio >100 000 Escherichia coli

14 |Princesa | >250 000 Escherichia coli
Proteus mirabilis

15 | Copito 100 000 Escherichia coli
Staphylococcus aureus

16 | Lupe 100 000 Streptococcus salivarius
Staphylococcus aureus

17 | Thor 250 000 Staphylocc_)ccu_s aureus
Proteus mirabilis

18 |Lito >200 000 Staphylococcus aureus
Escherichia coli

19 |Lunita | >250 000 Staphylococcus aureus
Escherichia coli

20 | Spot 100 000 Proteus vulgaris
Staphylococcus aureus

21 |Oso 5250 000 Staphyl_occ_)ccus_aureus
Escherichia coli

22 | Luly 5200 000 Escherichia coli
Staphylococcus aureus

23 | Laica <100 000 Escherichia coli
Proteus mirabilis

24 | Nina 100 000 Staphyl_occ_Jccus_aureus
Escherichia coli

25 | Peter 5200 000 Staphyl_occ_)ccus_aureus
Escherichia coli
Escherichia coli

26 | Lazzy <100000 Proteus mirabilis

27 |Chiripa | <100 000 Staphylococcus aureus
Proteus mirabilis

28 | zury 200 000 Escherichia coli
Staphylococcus aureus

29 | Tita <100 000 Escherichia coli
Staphylococcus aureus

30 | Dinky 150 000 Escherichia coli
Staphylococcus aureus

31 | Tobi >100 000 Escherichia coli
Proteus mirabilis

32 | Nini 5250 000 Staphylococcus_ aureus
Proteus vulgaris

33 | All <200 000 Staphylococcus aureus

Proteus mirabilis
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Anexo 8. UFC/gr de Staphylococcus aureus en pacientes con EP moderada

Staphylococcus aureus
N° Paciente =~ UFC/gr

1 Luly 4000

2 Zury 7 000

3 Max 13 000
4 Lupe 21 000
5 Duque 27 000
6 Rockys 28 000
7 Tita 59 000
8 Chiripa 78 000
9 Canela 87 000
10 Medialuna 177 000
11 Thor 369 000
12 Rutilio 399 000
13 Peter 514 000

Anexo 9. UFC/gr de Staphylococcus aureus en pacientes con EP severa

Staphylococcus aureus
N° Paciente =~ UFC/gr

1 Dinky 31000

2 Copito 37 000

3 Spot 79 000

4 All 149 000
5 Chavo 249 000
6 Simur 294 000
7 Lulu 327 000
8 Nini 342 000
9 Nina 408 000
10 Lito 423 000
11 Toby 488 000
12 0Os0 545 000
13 Lunita 812 000
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Anexo 10. UFC/gr de Escherichia coli en pacientes con EP moderada

Escherichia coli

N° Paciente UFC/gr

1 Tita 6 000

2 Renzo 8 000

3 Pequefia 19 000
4 Lazzy 52 000
5 Laica 61 000
6 Tobi 97 000
7 Rutilio 187 000
8 Felipe 206 000
9 Canela 209 000
10 Luly 229 000
11 Zury 253 000
12 Medialuna 433 000
13 Peter 482 000

Anexo 11. UFC/gr de Escherichia coli en pacientes con EP severa

Escherichia coli

N° Paciente = UFC/gr
1 Lunita 22 000
2 0Oso 28 000
3 Lito 36 000
4 Simur 52 000
5 Copito 83 000
6 Nina 96 000
7 Dinky 117 000
8 Lulu 226 000
9 Chavo 502 000
10 Princesa 782 000
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Anexo 12. UFC/gr de Proteus mirabilis en pacientes con EP moderada

Proteus mirabilis

N° Paciente = UFC/gr
1 Rockys 7 000
2 Tobi 7000
3 Chiripa 13000
4 Lazzy 16 000
5 Laica 24 000
6 Thor 94 000
7 Max 206 000
8

Felipe 465 000

Anexo 13. UFC/gr de Proteus mirabilis en pacientes con EP severa

Proteus mirabillis

N° Paciente | UFC/gr
1 All 36.000
2 Princesa | 48.000

Anexo 14. UFC/gr de Proteus vulgaris en pacientes con EP moderada y severa

Proteus vulgaris

Moderada Severa
N° Paciente UFC/gr Paciente UFC/gr
1 Pequefia 5000 Nini 86 000
2 Renzo 176 000 Spot 264 000

Anexo 15. UFC/gr de Streptococcus salivarius en pacientes con EP moderada

Streptococcus salivarius

N° Paciente UFC/gr
1 Lupe 87 000
2 Duque 348 000
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Anexo 16. UFC/gr de Enterococcus faecalis en pacientes con EP severa

Enterococcus faecalis
N° Paciente UFC/gr
1 Toby 4000

Anexo 17. Identificacion de bacterias en medios de cultivo y pruebas bioquimicas

Bacterias aisladas/
Medio de cultivo
Caracteristicas

Agar chocolate Staphylococcus aureus

- Colonias blanquecinas, pequeiias,
circulares, convexas, con bordes
redondos.

-Positiva
-Formacion de pequenios coagulos
blanquecinos sobre las colonias.

Escherichia coli
Agar chocolate
-Colonias medianas, color blanco,
forma circular convexas, bordes
redondeados.

Agar MacConkey

-Colonias lactosa positivas: color
rosado, medianas, circulares, con
bordes redondos, con superficie
convexa.
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Agar Eosina y Azul de
Metileno

-Colonias pequeiias, color verde
metalico, caracteristico de E. coli
en este agar.

Agar sangre

Streptococcus salivarius

-Colonias con reaccion alfa
hembdlisis: color verde marron

Pruebas bioquimicas

Bacterias aisladas/
Caracteristicas

Bilis Esculina

Proteus mirabilis

-Positiva: Ennegrecimiento del
medio.

TSI, LIA, Urea, Rojo
metilo, Citrato de
Simmons

Proteus vulgaris

-Tsi K/A

-LIA A/A

-Ureasa positiva: Color rosado-
10jiso

-Rojo metilo positivo

-Citrato negativo

-Motilidad positivo
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Prueba de la catalasa

Bilis Esculina

Enterococcus faecalis

-Negativa

-Positiva: Hidrdlisis de la esculina y
oscurecimiento del medio.
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