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. Introduccion

1. Enfermedades periodontales

Las enfermedades periodontales son enfermedades de naturaleza infecciosa
e inflamatoria. Segin la clasificaciéon de las enfermedades periodontales de
Armitage en 1999, encontramos las enfermedades gingivales inducidas y no
inducidas por placa, y la periodontitis, entre otras entidades (Armitage, 1999). En
primer lugar, la gingivitis es la presencia de inflamacién sin pérdida de los tejidos
de soporte del diente. Se trata de un estado reversible. En cambio, la periodontitis
es una enfermedad en la que hay inflamacién y migracién apical de los tejidos y
pérdida de hueso alveolar y tejido conectivo. En la mayoria de los casos, la
formacion de bolsas acompafa al desarrollo de la periodontitis. Tanto la gingivitis
como la periodontitis son las enfermedades mas frecuentes dentro de las

enfermedades periodontales (Armitage, 2004).

La periodontitis se considera un problema mayor de salud publica porque
es muy comun, reduce la calidad de vida, disminuye la calidad de la funcién
masticatoria, empeora la estética, y causa pérdida dentaria. Es la causa de la mayor
parte de casos de edentulismo y disfuncién masticatoria (Tonetti and Van DyKke,

2013).

a. Etiopatogenia

La destruccion de los tejidos de soporte del diente se produce debido a una
interaccion compleja entre las bacterias y el hospedador. La microbiota oral esta
formada por unas 1000 especies, de las cuales la mitad son cultivables.
Porphyromonas  gingivalis, Tannerella  forsythia y  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans parecen ser los patégenos periodontales mas importantes

(Claesson etal., 2011).

En los ultimos afios se han definido patégenos con clara asociacién con el

inicio y progresion de la periodontitis, y se han clasificado en grupos segin su



asociacion con la enfermedad o seguin las relaciones entre bacterias (Socransky et

al., 1998, Haffajee et al., 2008).
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Fig. 1. Grupos de bacterias asociadas a enfermedades gingivales.

Socransky y colaboradores (1998) establecieron un diagrama (Fig 1) que
representa las relaciones entre bacterias del biofilm. Las especies del complejo
rojo estan fuertemente asociadas con la profundidad de la bolsa. Es decir,
Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis y Treponema denticola se
encuentran en mayor nimero segin aumenta la profundidad de bolsa. De la misma
manera, los microorganismos del complejo naranja también muestran una
asociacion significativa con la profundidad de bolsa. Actinomyces naeslundii y
Streptococcus sanguis son ejemplos de especies bacterianas que no se han visto
asociadas de manera estadisticamente significativa con la profundidad de bolsa. En
diversos estudios se vio que bolsas que contenian estas tres especies bacterianas
eran mas profundas que las que no las contenian (Socransky et al, 1998). Es
importante recalcar que bolsas que contenian P. gingivalis solo o en combinacién
con las otras dos especies mostraron la mayor profundad de sondaje. El complejo

rojo también estd muy asociado con el sangrado al sondaje (Socransky et al., 1998).



ROOT SURFACE

Fig 2. Organizacion de los grupos bacterianos en la bolsa periodontal.

Ademads, es necesaria una respuesta inmunoldégica que mediante la
liberacion de mediadores produzca la destruccion del tejido. Las bacterias por si
mismas no son capaces de producir una destruccién de los tejidos. A la interaccién
entre la infeccién bacteriana y la respuesta inmunolégica del hospedador, se le
unen unos factores de riesgo. El siguiente esquema representa los distintos
factores que contribuyen a la iniciacion y progresion de la periodontitis (Kornman,

2008).
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Fig 1. Factores que contribuyen a la iniciacién y progresion de la periodontitis.




2. Enfermedades sistémicas

Se han estudiado una serie de enfermedades o estados sistémicos que podrian
guardar relacion uni o bidireccional con las enfermedades periodontales.
Numerosos estudios han intentado dar una explicacién a esta relaciéon. En 1989,
cientificos finlandeses publicaron un estudio en el que concluyeron que las
infecciones de origen oral estaban directamente relacionadas con el infarto
cerebral y el infarto agudo de miocardio, lo que podria ser desencadenado por la
existencia de bacterias en sangre, que dafiaban el endotelio, alteraban la
coagulacion sanguinea y el metabolismo de lipoproteinas. Ademas la existencia de
estas bacterias alteraba la funcion y sintesis de plaquetas y la sintesis de
prostaglandinas. En conjunto, estos episodios favorecen la apariciéon de infarto

agudo de miocardio e incluso muerte subita (Mattila et al., 1989).

a. Embarazo

Se ha descrito una interaccion entre periodontitis y embarazo. Las
complicaciones en el embarazo, estdn generalmente asociadas con elevadas
cantidades de mediadores de la inflamacién a nivel tanto local como sistémico, y
con infecciones intra-uterinas. Los dltimos datos afirman que las complicaciones se
originan en infecciones ascendentes desde la vagina o por propagaciéon via
sanguinea. La periodontitis materna supone una fuente de microorganismos que
entran al torrente sanguineo y afectan directa o indirectamente a la salud del feto

(Sanz and Kornman, 2013).

Sin embargo, no existe consenso en cuanto a la relacion entre periodontitis
y problemas en el embarazo. En la ultima revision sistematica al respecto,
publicada en 2013, se ha encontrado mucha variabilidad entre los estudios, y se
han observado resultados contradictorios. Por esta razén, se puede afirmar que
son necesarios mas estudios en este campo para poder asegurar una relacion,
aunque a dia de hoy si se han encontrado casos en los que esta relacién parece

existir (Ide and Papapanou, 2013).



b. Diabetes Mellitus

Tanto la diabetes mellitus como la enfermedad periodontal son
enfermedades crénicas, multifactoriales que se dan en la poblacion, sobretodo en
mayores de 60 afios, y estan relacionadas. Los datos obtenidos hasta la fecha
indican que la diabetes es un factor de riesgo para la gingivitis y la periodontitis
(Stanko and Izakovicova Holla, 2014). Son muchos los mecanismos por los que la
diabetes puede afectar negativamente al periodonto, y por los que la periodontitis
puede modificar los parametros de una diabetes controlada. El periodonto es un
6rgano muy vascularizado, asi la acumulaciéon de AGEs (advanced glycation end
products) y su efecto en las interacciones celulares, aumenta el estrés oxidativo de
los tejidos, altera la funcién de las células endoteliales y aumenta la actividad de las
metaloproteinasas. Cambios similares se ven en los tejidos periodontales de
pacientes diabéticos. En humanos, altos niveles de AGEs estdn asociados con la
severidad de la periodontitis en pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Sin
embargo, el periodonto se diferencia de otros tejidos en que esta constantemente

sometido a una alta carga bacteriana.

La diabetes también provoca cambios en la funciéon de las células del
sistema inmunologico (neutrofilos, monocitos y macréfagos). La adherencia de los
neutrofilos, la quimiotaxis y la fagocitosis estan dafiados, permitiendo que las
bacterias persistan en las bolsas periodontales, lo que lleva a una mayor
destruccién. Ademas, los pacientes con diabetes tienen aumentada la apoptosis, lo
que esta asociado con un retraso en la cicatrizacién. El eje monocito-macréfago se
puede encontrar en un estado de hiper respuesta contra antigenos bacterianos en
diabéticos, por lo que habria un significativo aumento de producciéon de citoquinas
y mediadores de la inflamacién. Por otro lado, la presencia de alguna enfermedad
periodontal puede tener un impacto sobre el estado metabélico de la diabetes, es
decir, la periodontitis esta asociada con un mayor riesgo de sufrir complicaciones

en personas diabéticas (Stanko and Izakovicova Holla, 2014).



c. Enfermedades cardiovasculares

La endocarditis infecciosa (EI) es una patologia inflamatoria del endocardio
parietal y/o valvular secundaria a fendmenos infecciosos, la cual puede tener
consecuencias graves para el individuo. Se caracteriza por la presencia de
vegetaciones compuestas de plaquetas, fibrina, microorganismos y células
inflamatorias. La patogénesis de esta enfermedad engloba una secuencia de
eventos: el flujo sanguineo turbulento presente en algunas enfermedades
cardiacas produce un dano endotelial, que causa un depdsito de plaquetas y
fibrina, llevando a la formacién de una endocarditis trombdtica no bacteriana. Si en
este momento se produce una bacteriemia, las bacterias pueden adherirse a esta
lesion y proliferar, dando lugar a una vegetacion, la lesion tipica de la endocarditis
infecciosa. Los factores de riesgo mas frecuentes incluyen el prolapso de la valvula
mitral, la enfermedad valvular degenerativa, el uso de drogas intravenosas, la
protesis valvular y las anormalidades congénitas del corazén como defectos

valvulares o septales (Bascones-Martinez et al., 2012).

En el 90% de las ocasiones, los microorganismos causantes de la EI son
estafilococos, estreptococos o enterococos. En la boca, la mayor parte de la flora
bacteriana cultivable pertenece a los estreptococos del grupo viridans, y estas
bacterias pueden acceder al torrente sanguineo tras un procedimiento dental. Por
tanto, la EI de origen dental se debe fundamentalmente al grupo de Streptococcus
viridans; pudiendo originarse una bacteriemia tanto en el curso de un
procedimiento dental como en ausencia del mismo, al existir una solucién de
continuidad epitelial que permita el paso de las bacterias al torrente circulatorio.

(Farbod et al., 2009).

En la cavidad oral existen muchas infecciones polimicrobianas que pueden
tener un papel relevante en la génesis de una bacteriemia de origen dental. Las
infecciones odontogénicas son aquellas originadas a partir de los dientes o de los
tejidos que los rodean intimamente, progresando a través del periodonto hasta el
apice, afectando al tejido 6seo periapical y diseminandose posteriormente a través

del hueso y periostio hacia estructuras préximas o distantes. Su importancia radica
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en que pueden ser un foco de transmisién de la infeccién a distancia y producir
complicaciones graves con manifestaciones sistémicas que pueden, en ultimo

término, poner en peligro la vida del paciente (Bascones-Martinez et al., 2012).

Por otro lado, se han estudiado otras enfermedades cardiovasculares como
el infarto agudo de miocardio y enfermedad cerebrovascular. En un estudio
publicado en los ultimos afos se considera la periodontitis como un factor de
riesgo para estas enfermedades, pero reconocen que no se puede afirmar en todos
los grupos de la poblacién, por lo que mas estudios son necesarios (Dietrich et al,,

2013).
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Fig 4. Mecanismos de plausibilidad biolégica: periodontitis y el elevado riesgo de formaciéon de placas
de ateroma. (Ath: ateroma; B: bacteria; H: estudios en humanos; A: estudios en animales; V: estudios in
vitro)

3. Bacteriemia de origen oral

La bacteriemia de origen oral es el paso de bacterias de la cavidad oral al
torrente sanguineo (Poveda-Roda et al, 2008). Esta se puede producir tras un
procedimiento invasivo y puede aumentar en presencia de una infeccién, por
ejemplo la periodontitis. Esto es debido a la permeabilidad del epitelio que rodea
la interfase diente-tejido, y a los valores de prostaglandinas en la circulacién local,

que incrementan el numero de leucocitos y de valores de fibrinégeno,
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desacelerando la circulacién en estos casos, lo que favorece el paso de bacterias a

sangre (Bascones-Martinez et al., 2012, Offenbacher et al., 1996).

Muchos autores han estudiado la prevalencia, duracién y etiologia de la
bacteriemia tras una extraccion dental y la influencia de factores como la edad, el
género, el estado de salud, la dificultad quirtargica y el nimero de extracciones
(Coulter et al.,, 1990, Tomas et al.,, 2007). A dia de hoy, la bacteriemia debida a
extracciones dentarias encontrada en nifios sigue siendo inferior respecto a la
encontrada en adultos (Heimdahl et al, 1990, Roberts et al, 1998) lo que
corrobora que la prevalencia aumenta con la edad (Okabe et al., 1995, Lockhart et
al, 2004). Muy pocos autores han estudiado la influencia del género en el
porcentaje de bacteriemia debido a extracciones dentales, y los resultados son
contradictorios (Tomas et al., 2007, Okabe et al., 1995). La influencia del estado de
salud oral en la prevalencia de bacteriemia es distinto segin diversos autores
(Coulter et al, 1990, Roberts et al., 1998, Roberts, 1999). Algunos autores han
encontrado mayor porcentaje de cultivos positivos para bacterias de origen oral en
nifios con gingivitis que en individuos periodontalmente sanos (Roberts et al,
1998). Por el contrario, en otro estudio, no se ha encontrado una relacién
significativa entre los indices de placa y la inflamacion gingival y la prevalencia e
intensidad de la bacteriemia (Coulter et al., 1990). De la misma manera, algunos
autores afirman que la existencia de bacteriemia en adultos fue independiente de
su estado de salud oral (Lockhart, 1996, Coulter et al., 1990, Takai et al., 2005,
Barbosa et al., 2010).

Actividades diarias, tales como comer, masticar chicle, cepillarse los dientes,
o utilizar cepillos interproximales pueden inducir bacteriemia detectable en

cultivos de sangre en un porcentaje de sujetos (Forner et al., 2006).

El cepillado dental dos veces al dia en nifios podria causar 154.000 veces
mas de exposiciones a bacteriemias que una sola extraccién dental (Hupp, 2009).
Este mismo autor extiende este calculo para la exposicién a bacteriemias durante

un afio y encuentra la cifra de 5,6 millones de veces mas riesgo de sufrir

11



bacteriemias debidas al cepillado dental que a una extraccién dentaria (Roberts,

1999).

De un modo similar, Guntheroth habia sefialado anteriormente que el
simple hecho de masticar la comida sumado a la higiene oral diaria acumulan
5.370 minutos de bacteriemia potencial durante un mes, en comparacién a los 30
minutos de duracién de una bacteriemia tras una extraccién dentaria (Guntheroth,
1984). En esta linea, Lockhart y colaboradores (Lockhart et al., 2008) mostraron
que las técnicas de cepillado dental producen una bacteriemia importante; y
aunque lo hacen con una tasa menor que las extracciones dentales, debido a la
mayor frecuencia de ocurrencia de las primeras, éstas deberian considerarse una

amenaza mayor para los pacientes de riesgo que las extracciones dentarias.

Asi, incluso la masticacién puede causar bacteriemias de origen oral. Forner
y colaboradores (Forner et al., 2006) observaron, en pacientes con periodontitis,
bacteriemias durante 30 minutos después de masticar chicle, mientras que en

pacientes periodontalmente sanos no habia bacterias en las muestras de sangre.

También se ha mostrado recientemente que el uso de hilo dental, tanto en
pacientes periodontales como en pacientes sanos, puede producir bacteriemias
similares a las producidas en tratamientos dentales, en los cuales se recomienda

profilaxis antibiotica. (Crasta et al., 2009)

Lockhart y colaboradores (Lockhart et al., 2009) llevaron a cabo un estudio
clinico controlado aleatorizado a doble ciego que demostr6 que existe una
asociacion de la bacteriemia producida tras el cepillado dental tanto con la mala

higiene oral como con el sangrado gingival tras el cepillado.
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Autor Método de exposicidn a Tiempo de Prevalencia de
bacteriemia exposicion bacteriemia
Guntheroth, 1984 Extraccion dental NR 3,60%
Masticacion NR 38%
Lockhart, 2008 Cepillado dental 2 min 23%
Extraccion dental + NR 33%
amoxicilina
Extraccion dental 60%
Forner, 2006 Masticar chicle 10 min 20% de los
pacientes con
periodontitis
Cepillado dental 2 min 5% de los pacientes
con periodontitis
Profilaxis NR 10% de los
pacientes sanos;
20% de los
pacientes con
gingivitis; 75% de
los pacientes con
periodontitis
Crasta, 2009 Uso del hilo dental 2 min 40%

Tabla 1. Articulos que analizan la prevalencia de bacteriemias tras procedimientos de la vida

cotidiana. (NR: no refiere).

Resultan de interés las técnicas de laboratorio utilizadas a dia de hoy para la
deteccion de periodontopatégenos. Los métodos de cultivo se han usado desde
hace muchos afios, por ello se ha convertido en el método de referencia. Es util en
la identificacion de patégenos de la microflora oral. Normalmente, las placas con
muestras de placa subgingival se cultivan en anaerobiosis, y se usan medios
selectivos o no selectivos, para facilitar la identificaciéon de patégenos. La ventaja
principal de este método radica en la posibilidad de realizar el recuento de las
especies cultivadas, ademas, es el Unico método que permite identificar nuevas
especies bacterianas y evaluar la susceptibilidad de los patégenos a distintos
antibiéticos. Sin embargo, con este método solo se identifican bacterias cultivables,
por lo que las condiciones de transporte y toma de muestras deben ser 6ptimas.

‘ Patégenos como Treponema sp. y T. forsythia se cultivan con mucha dificultad. La
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sensibilidad de los métodos de cultivo es menor que la de otros métodos, siendo
los limites de deteccién 103-10% unidades formadoras de colonias (UFC)/ml

especialmente en medios no selectivos (Sanz et al., 2004).

El método de PCR (Polymerase Chain Reaction) ha surgido como una
herramienta muy potente para la amplificacion de genes. Permite obtener una
gran cantidad de ADN. Es una técnica que consiste en el aislamiento del ADN, y
posteriormente, en la separaciéon de sus hebras complementarias mediante un
aumento de la temperatura, que servirdn como molde para la secuencia de
nucleétidos nueva in vitro. Entonces, la amplificacion de ADN continda gracias a la
polimerasa, la cual requiere un “primer” o oligonucleétido corto que
correspondera al inicio de la cadena que se amplificara. Un segundo “primer” se
situara en el lado opuesto de la cadena cuando ésta alcance la longitud que se
requiere. Esta amplificacién puede repetirse varias veces, cada amplificacién se
denomina ciclo. En cada ciclo se da un aumento exponencial de la cantidad de ADN.
A lo largo de todo el ciclo la temperatura es crucial para la desnaturalizacién y la

estabilidad de la hibridacién (Sanz et al., 2004).

Esta técnica es considerada como una de las mas sensibles, siendo capaz de
detectar hasta una copia de ADN, pero tiene ciertas limitaciones (Greenstein,
1988). Son necesarios varios componentes a las concentraciones correctas, la
temperatura ha de ser la adecuada, asi como el medio en el que se encuentre la
muestra de ADN, para que se lleve a cabo la reacciéon. También es muy comun la

contaminacion (Sanz et al., 2004).
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Il. Justificacion

Teniendo esto en cuenta, parece de interés la utilizacién de ambas técnicas
(cultivo y RT-PCR) en un estudio y asi averiguar que técnica es mas adecuada a la
hora de detectar la presencia de bacteriemia tras un estimulo, como el uso de
cepillos interproximales por parte del profesional, tanto en pacientes sanos

periodontalmente como en pacientes con periodontitis.
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lll. Hipodtesis
En pacientes con periodontitis hay mas riesgo de detectar bacteriemia tras

medidas de higiene oral, en concreto el uso de cepillos interproximales, en

comparacién con pacientes sanos periodontalmente. Los resultados obtenido

mediante RT-PCR son comparables a los obtenidos mediante cultivo.
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IV. Objetivos

El objetivo primario de este estudio fue comparar la prevalencia de
bacteriemia tras pasar el cepillo interproximal en pacientes con periodontitis y en

pacientes periodontalmente sanos.

De forma secundaria se comparé la deteccién de bacterias que se encontré

con la técnica de cultivo, y la técnica de PCR.
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V. Material y métodos

Se disefid6 un estudio transversal. Se seleccionaron pacientes con

diagnostico de periodontitis crénica generalizada moderada-avanzada que no

habian recibido tratamiento periodontal previo y pacientes periodontalmente

sanos, que acudieron a la Clinica del Posgrado de Periodoncia de la Facultad de

Odontologia (Universidad Complutense, Madrid) de acuerdo a los criterios de

inclusion/exclusién especificados.

Criterios de inclusion

1. Mayores de 30 afios.

2. Presencia de al menos 3 dientes por cuadrante.

3. Grupo con periodontitis: profundidades de sondaje superiores a 5Smm y

pérdida 6sea marginal superior al 30% en al menos el 50% de los dientes) (Tonetti

etal. 2007).

4. Grupo periodontalmente sano: sangrado al sondaje inferior al 25% sin

pérdida de insercion.

Criterios de exclusion

1.

i W N

Pacientes que hayan recibido tratamiento periodontal en el ultimo afio.
Toma de antibidticos en los 3 meses previos al estudio.

Fumadores de 10 o mas cigarrillos al dia.

Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

Enfermedades crénicas como la diabetes, que puedan afectar a la
periodontitis.

Enfermedades periodontales necrosantes.

Infeccién por VIH.

Toma créonica de AINEs.

18



1. Visitas del estudio

a) Visita de seleccion

Se realizo una exploracion periodontal completa para determinar si el
paciente cumplia los criterios de inclusién/exclusion senalados. Aquellos pacientes
que cumplieron los criterios de inclusidn, recibieron informacién sobre el objetivo
del estudio y se les invitdé a participar mediante la firma de un consentimiento

informado.

Todas las variables clinicas fueron registradas mediante la sonda
periodontal CPC-12 (Hu-Friedy Europa, Rotterdam, Holanda) por un unico
examinador entrenado y calibrado, en seis localizaciones por diente, en todos los

dientes excepto en los terceros molares. Las variables clinicas registradas fueron:

Profundidad de sondaje (PS) y recesiéon en milimetros. El nivel de

insercion clinica se calculé6 mediante la suma de la profundidad de

sondaje y la recesion.

e Indice de placa (IP), detectable visualmente o con sonda periodontal
como presente/ausente.

e Sangrado al sondaje (BOP), detectado como presente/ausente 30
segundos después del sondaje.

¢ Numero de dientes presentes.

e Ademas se determin6 el grado de pérdida ésea (<30%, 30-50%, >50%)

mediante radiografia panoramica que todos los pacientes que acuden a

tratamiento a la Facultad de Odontologia reciben.

Estos datos se emplearon para establecer el diagndstico periodontal de cada

sujeto.

b) Visita 1

Se realiz6, al menos, una semana después de la visita de seleccion. Ese dia se

pidi6 a los pacientes que no realizaran ningin procedimiento de higiene
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bucodental (incluido el cepillado) antes de la cita y que ingirieran sélo alimentos

liquidos durante la comida previa a la cita.

La toma de muestras de sangre se realizo antes de iniciar los
procedimientos de higiene bucal y un 1 minuto después de haber finalizado el
procedimiento de higiene bucal interproximal, consistente en el paso de los
cepillos interdentales(Interprox®, Dentaid, Cerdanyola, Espafia) mas gruesos para
cada espacio interproximal en todos los espacios interproximales existentes
distales al canino durante un tiempo de 2 minutos, por parte de un Unico

investigador entrenado, para todos los casos.

La toma de muestras de fluido crevicular gingival (FCG) mediante puntas de
papel y posterior almacenamiento en fluido de transporte (RTF) se realiz6 después

de haber tomado las muestras de sangre a los 10 minutos del procedimiento.

2. Toma de muestras

a) Muestras de sangre

Todos los procedimientos fueron realizados en el quir6fano de implantes de
la Clinica del Posgrado de Periodoncia de la Facultad de Odontologia (Universidad

Complutense, Madrid).

Se tomo6 una via en la vena antecubital que permitié la toma repetida de
muestras de sangre periférica mediante técnica convencional (Vacutainer™,
BectonDickinson, San Agustin de Guadalix, Madrid, Espafia) segun las
recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y

Microbiologia Clinica (Loza Fernandez et al. 2003).

Se tomaron dos muestras de sangre de 2ml, una antes de los
procedimientos de higiene oral interproximal y otra un minuto después. Ambas
muestras fueron recogidas en viales con EDTA (BD Vacutainer, K3E 3.6 mg, San
Agustin de Guadalix, Madrid, Espafia). De cada muestra, 1ml se empleé para

cultivo, y 1ml para PCR.
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b) Muestras de fluido crevicular gingival

En los pacientes con periodontitis se seleccioné la localizacién mas
accesible con la mayor profundidad de sondaje y sangrado al sondaje de cada
cuadrante (Mombelli et al. 1991). En los pacientes sanos, se seleccion6 la
localizacion mas accesible con sangrado al sondaje de cada cuadrante, y en caso de

no haber sangrado, en mesiovestibular de los primeros molares.

Tras la eliminacién cuidadosa de los depoésitos de placa supragingival, se
aislaron las zonas de interés mediante rollos de algod6n y secado con aire. Se
introdujeron dos puntas de papel estériles (tamafio medio, Maillefer, Ballaigues,
Suiza) de forma consecutiva en la profundidad de la bolsa o del surco periodontal y
se dejaron en esa posicién durante 10 segundos. Las puntas de papel de las cuatro
localizaciones seleccionadas se introdujeron en un unico vial con 2ml de RTF (Sanz

et al. 2000) y se enviaron al laboratorio para su analisis.

3. Procesado de las muestras

El procesado de las muestras se realizé en el Laboratorio de Investigaciéon

de la Facultad de Odontologia (Universidad Complutense, Madrid).
Cada muestra se analiz6 mediante cultivo y PCR. El analisis mediante cultivo
se realiz6 en las 2 horas siguientes a su toma. El analisis mediante PCR requiri6 de

la extraccién inmediata del ADN bacteriano.

Las muestras de ADN fueron congeladas a -802C y conservados hasta su

posterior analisis mediante PCR en tiempo real (RT-PCR).

a) Andalisis mediante cultivo

1. Procesado de las muestras de FCG.
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Las puntas de papel se vortearon durante 30 segundos y se prepararon
diluciones seriadas 1:10 en PBS (phosphate-bufferedsaline). De cada dilucion se
plaquearon 100ul en medio agar no selectivo (Oxoid no 2; Oxoid, Basingstoke, UK),
suplementado con sangre de caballo al 5%, hemina (5mg/l) y menadiona (1mg/l1)
para la determinacion del recuento total de anaerobios y para la identificacién de

los patégenos bacterianos especificos (P. gingivalis).

Para el recuento de A. actinomycetemcomitans, las muestras también se

plaquearon en placas de medio Dentaid-1 (Alsina et al. 2001).

Las placas de agar sangre fueron examinadas tras 7 y 14 dias de incubacién
anaerobica (80% N2, 10% Hz, 10% CO2 at 37°C). Las placas Dentaid-1 necesitaron

entre 3 y 5 dias de incubacién a 372C en aire con 5% de COx.

Los recuentos totales de anaerobios se realizaron en las placas de agar. La
presencia y la cantidad de los patdgenos periodontales P. gingivalis, Prevotella
intermedia, T. forsythia, Parvimonas micra, Campylobacter rectus y Fusobacterium
nucleatum, ademas de cualquier otra especie que crezca de manera relevante en el
medio, se realizé en las placas de agar no-selectivo. La identificaciéon de las
especies bacterianas seleccionadas se basé en la tincién Gram y en la morfologia
celular, aerotolerancia, produccién de catalasa y se confirmé mediante el empleo

de test bioquimicos estandar (RapID™ ANA II System; Remel, Lenexa, KS, EE.UU.).

Se recontaron las colonias en la placa con la dilucién mas adecuada, aquella
con 30-300 colonias, y se calculé el porcentaje que supone cada patdégeno respecto
a la flora total. Los recuentos totales de A. actinomycetemcomitans se realizaron en
las placas de Dentaid-1. La identificacion se bas6 en la tipica morfologia de su
colonia (estructura interna de estrella), su reaccion catalasa positiva y al uso de

una serie de enzimas especificos (RapID™ NH System, Remel, Lenexa, KS, EE.UU.).

2. Procesado de las muestras de sangre.

22



Las muestras de sangre para cultivo fueron analizadas de forma inmediata

tras su recogida.

Las muestras recibieron los siguientes procedimientos:

a) 500ul de sangre fueron plaqueados directamente en placas de
agar sangre no selectivas por duplicado.

b) 500ul de sangre fueron plaqueados directamente en placas
Dentaid-1 por duplicado.

c) 100pl de sangre fueron plaqueados directamente en placas de
agar sangre no selectivo cinco veces.

d) 100pl de sangre fueron plaqueados directamente en placas

Dentaid-1 cinco veces.

El resto del procedimiento y el modo de recuentos fue el mismo que el

descrito para las muestras de FCG.

b) Andlisis mediante reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real (RT-PCR)

1. Extraccion de ADN bacteriano.

La extraccion de ADN de las muestras de sangre y de FCG se realiz6 el
mismo dia de su recogida mediante el kit comercial MolYsis Complete5
(MolzymGmbh& Co.KG. Bremen, Alemania) especifico para extracciéon de ADN

bacteriano.

En el caso de las muestras de FCG, las puntas de papel inmersas en RTF
fueron vorteadas durante 2 minutos y el sobrenadante fue recogido y transferido a
un vial de 1,5ml estéril. Las muestras fueron después centrifugadas a 13.000rpm
durante 2 minutos y el pellet resultante fue empleado en el proceso de extraccion.
En el caso de las muestras de sangre, el proceso de extraccion se realiz6 a partir de

1ml de la sangre recogida en cada momento.
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El ADN de ambos tipos de muestras fue conservado a -802C hasta su

posterior analisis.

2. Amplificacion mediante Real Time-PCR

La secuencia del primer 1 (forward) de Pgingivalis fue 5-
GCGCTCAACGTTCAGCC-3. La secuencia del primer 2 (reverse) fue 5-
CACGAATTCCGCCTGC-3; y la secuencia de la sonda Tagman fue 5-
CACTGAACTCAAGCCCGGCAGTTTCAA-3 (pares de bases 634 a 660) (Boutaga et al.
2003).

La secuencia del primer 1 (forward) de A. actinomycetemcomitans fue 5-
GAA CCT TACCTACTCTTG ACA TCC GAA-3; la secuencia del primer 2 (reverse) fue
5-TGC AGC ACC TGT CTC AAA GC-3; y la secuencia de la sonda Tagman fue 5-AGA
ACT CAG AGA TGG GTT TGT GCC TTAGGG-3 (Boutaga et al. 2003).

Las sondas de oligonucle6tidos estaban marcadas con los fluorocromos 6-
carboxyfluoresceina (FAM) en el extremo 5" y 6-carboxitetrametilrodamina

(TAMRA) en el extremo 3.

La cuantificaciéon se logré mediante el empleo de diluciones seriadas desde
10! a 10°UFC/ml de ADN gen6mico purificado de P. gingivalis cepa ATCC 33277 y
A. actinomycetemcomitans cepa DSM 8324. En cada experimento se usaron curvas

estandar con estas diluciones.

Las muestras se analizaron por duplicado en un volumen final de 20ul, en
una solucién de master mix que contiene of 2x TagMan master mix (Tagman Gene
Expression Master Mix; AppliedBiosystems), concentraciones o&ptimas de
“primers“ y sondas (300, 300 y 100nM para A. actinomycetemcomitans, y 300, 300
y 300 nM, para P. gingivalis), y 5 ul de ADN de las muestras. Los controles

negativos consistieron en 5ul de agua estéril.
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Las muestras fueron sometidas a un ciclo inicial de amplificaciéon de 95°C
durante 10 minutos, seguidas de 40 ciclos de amplificaciéon a 952C durante 15
segundos y 602C durante 1 minuto. Los datos se analizaron mediante el

termociclador LightCycler® 480 (Roche).

4., Anadlisis de los datos

El analisis estadistico se realiz6 mediante el programa IBM® SPSS®

Statistics 19.0.

Como variable respuesta primaria se tomo la prevalencia de bacteriemia en

las muestras de sangre tras el uso de cepillos interproximales.

Como variables respuesta secundarias se utilizaron: recuentos (UFC/ml) y
proporciones de bacterias periodontales en la muestra de sangre basal y tras el
paso de cepillos interproximales, prevalencia, recuentos (UFC/ml) y proporciones
de bacterias periodontales en FCG, la profundidad de sondaje, recesién, sangrado
al sondaje e indice de placa tanto global como de las localizaciones especificas que

se utilizaron para la toma de muestras de FCG.

Se estableci¢ la significacion estadistica con una p<0,05. Se compararon las
medias de las variables cuantitativas con los test t-student o U de Mann-Whitney; y
para las variables categéricas se utilizaron los test de Fisher o Chi-cuadrado. Se
tuvo en cuenta la normalidad de las muestras a la hora de decidir los test

estadisticos.
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VI. Resultados

I.  DESCRIPCION DE LA MUESTRA

En la siguiente tabla se resumen las variables clinicas registradas en los pacientes:

PERIODONTALMENTE PERIODONTITIS p
SANOS CRONICA
Media (DE) Media (DE)

N¢ de sujetos 11 11
Sexo V:5 V:3 >0,05

H: 6 H: 8
Edad 42,59 (11,75) 50,31(7,60) 0,08
IP (%) 17,19 (12,15) 75,88 (29,17) 0,001
PS (mm) 1,82 (0,28) 3,78 (0,72) <0,001
BOP (%) 9,43 (4,49) 63,47 (29,56) <0,001
REC (mm) 0,03 (0,05) 0,96 (0,79) <0,001

Tabla 1. Variables clinicas. (IP: indice de placa; PS: profundidad de sondaje; BOP: sangrado al sondaje;
REC: recesidn; V: varén; M: mujer).

Como se refleja en la tabla 1 los valores de sangrado al sondaje, de indice de
placa y la recesion fueron mayores en el grupo de pacientes con periodontitis
crénica en comparacion con los pacientes periodontalmente sanos, siendo estas

diferencias estadisticamente significativas.
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En la tabla 2 se resumen las variables clinicas de las localizaciones usadas

para la toma de muestras de fluido crevicular gingival (FCG).

PERIODONTALMENTE PERIODONTITIS p
SANOS CRONICA
Media (DE) Media (DE)
IP (%) 11,36 (17,18) 88,64 (30,33) <0,001
PS (mm) 2,54 (0,74) 6,06 (1,32) <0,001
BOP (%) 15,91 (16,85) 95,45 (10,11) <0,001
REC (mm) 0,09 (0,16) 0,61 (0,74) 0,83
SUP (%) - 6,8 (16,16) 0,148
MOV (%) - 34,09 (57,3) 0,032

Tabla 2. Variables clinicas de localizaciones muestras FCG. (IP: indice de placa; PS: profundidad de
sondaje; BOP: sangrado al sondaje; REC: recesion; SUP: supuraciéon; MOV: movilidad

Observamos que para las variables de sangrado al sondaje, profundidad de
sondaje e indice de placa existen diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos, siendo siempre superiores en el grupo de pacientes con periodontitis

cronica.
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II. FLUIDO CREVICULAR GINGIVAL

a. Cultivo

Los resultados del recuento (UFC/ml) de patdgenos se resumen en la

tabla 3:

RECUENTOS PERIODONTALMENTE PERIODONTITIS p
(UFC/ml) SANOS CRONICA
Media (DE) Media (DE)

Flora 4,03E5 (3,64E5) 1,18E7 (1.01E7) 0,004
bacteriana total

Aa 1,92E3 (6,39E3) 6,76E4 (1,85E5) 0,223
Pg 5,00E3 (8,13E3) 5,69E6 (6,51E6) 0,002
Pi 6,18E3 (1,19E4) 5,94E5 (8,25E5) 0,001
Tf 9,09E2 (1,81E3) 7,36E5 (1,19E6) <0,001
Pm 1,00E3 (3,31E3) 3,72E4(1,20E5) 0,306
Cr 2,72E3 (7,53E3) 0,00E0 (0,00E0) 0,317
Fn 2.3E4 (2,66E4) 2,64E5(4,35E5) 0,003
Capn 9,09E1(3,01E2) 2,72E4 (6,46E4) 0,375
Ec 1,81E3 (4,04E3) 9,09E2 (3,01E3) 0,621

Tabla 3. Recuento individual y total de cada patégeno. (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans;
Pg: Porphyromonas gingivalis; Pi: Prevotella intermedia; Tf: Tannerella forsythia; Pm: Parviromonas
micra; Cr: Campylobacter rectus; Fn: Fusobacterium nucleatum; Capn: Capnocytophaga; Ec: Eikenella
corrodens; UFC/ml: unidad formadora de colonia/mililitro; DE: desviacién estandar)

En los pacientes periodontalmente sanos se observo un recuento menor de
patégenos anaerobios en comparacion con el grupo de pacientes con periodontitis

cronica, existiendo diferencias estadisticamente significativas entre ellos.

Respecto al recuento individual de cada patégeno se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en P. gingivalis (p=0,002), P. intermedia
(p=0,001), T. forsythia (p<0,001) y F. nucleatum (p=0,003) siendo mas abundantes

en pacientes con periodontitis. Encontramos que la bacteria que mas se encuentra
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en los pacientes sanos fue F. nucleatum, mientras que en los pacientes con

periodontitis crénica fue P.gingivalis.

El porcentaje de cada bacteria respecto al total esta reflejado en la tabla 4.

Porcentajes  PERIODONTALMENTE PERIODONTITIS p
(%) SANOS CRONICA
Media (DE) Media (DE)
Aa 0,05 % (0,43%) 1,01 % (4,32%) 0,500
Pg 0,31% (1,01%) 1,39 % (3,787%) 0,306
Pi 1,77% (3,12%) 38,69% (26,49%) 0,002
Tf 4,61% (9,07%) 5,59% (5,62%) 0,069
Pm 0,46% (1,00%) 9,03% (8,64 %) 0,001
Cr 0,98% (3,25%) 0,42% (1,38%) 0,354
Fn 2,23% (7,39%) 0,00% (0,00%) 0,317
Capn 6,56% (7,711) 3,03% (3,128) 0,375
Ec 0,08% (0,27%) 0,09% (0,20%) 0,621

Tabla 4. Porcentaje de cada patégeno. (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Pg:
Porphyromonas gingivalis; Pi: Prevotella intermedia; Tf: Tannerella forsythia; Pm: Parviromonas micra;
Cr: Campylobacter rectus; Fn: Fusobacterium nucleatum; Capn: Capnocytophaga; Ec: Eikenella corrodens;
DE: desviacion estandar).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los dos
grupos en el porcentaje de P. micras (p=0,002) y P. intermedia (p=0,001), siendo

mayores los valores encontrados en pacientes con periodontitis crénica.
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La siguiente tabla representa la prevalencia (porcentaje de sujetos

positivos para cada bacteria) de cada bacteria (Tabla 5):

Prevalencia PERIODONTALMENTE PERIODONTITIS P
SANOS CRONICA
% %
Aa 91 27,3 0,586
Pg 26,4 81,4 0,004
Pi 36,4 90,9 0,012
Tf 27,3 90,9 0,004
Pm 91 27,3 0,293
Cr 91 0 0,500
Fn 90,9 100 0,500
Capn 91 18,2 0,500
Ec 18,2 91 0,500

Tabla 5. Prevalencia de cada patégeno. (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Pg:
Porphyromonas gingivalis; Pi: Prevotella intermedia; Tf: Tannerella forsythia; Pm: Parviromonas micra;
Cr: Campylobacter rectus; Fn: Fusobacterium nucleatum; Capn: Capnocytophaga; Ec: Eikenella
corrodens)

Respecto a la prevalencia de cada patdgeno, indicada como porcentaje de
sujetos que presentan dicho patdgeno, se observaron diferencias estadisticamente
significativas en P. gingivalis (P=0,004) y T. forsythia (p=0,004), existiendo mayor

prevalencia de las mismas en los pacientes que sufrian periodontitis crénica.
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b. RT-PCR

En cuanto a los resultados obtenidos mediante el método de PCR cabe
destacar que, ya que este método necesita unos “primers” especificos para cada
bacteria, en nuestro estudio solo se hizo con “primers” para A.
actinomycetemcomitans y P. gingivalis. Las siguientes tablas (tablas 7 y 8)
representan la diferencia en cuanto al recuento de P. gingivalis y A.

actinomycetemcomitans que se encontraron con cultivo y con PCR.

RECUENTO Pg CULTIVO RECUENTO Pg PCR

(UFC/ml) (UFC/ml)
PERIODONTALMENTE 5,50E+04 2,37E+07
SANOS
PERIODONTITIS 6,27E+07 1,11E+08
CRONICA

Tabla 6. Comparacién recuento P.gingivalis con cultivo y con PCR. (Pg: P.gingivalis)

RECUENTO Aa CULTIVO RECUENTO Aa PCR

PERIODONTALMENTE 2,12E+04 1,15E+04
SANOS
PERIODONTITIS 6,47E+05 6,63E+05
CRONICA

Tabla 7. Comparacion recuento A.actinomycetemcomitans con cultivo y PCR.

Como se observa en estas tablas, la PCR no siempre detecté mayor cantidad
de patégenos que el cultivo. En cuanto a P. gingivalis, 1a PCR detecté una mayor
cantidad de bacterias que el cultivo, tanto en pacientes periodontalmente sanos

como en pacientes con periodontitis cronica.
Sin embargo, respecto a A. actinomycetemcomitans, podemos observar que

ambas técnicas encontraron el mismo orden de bacterias, tanto en pacientes

periodontalmente sanos como en pacientes con periodontitis cronica.
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[II. ~ MUESTRAS DE SANGRE

a. Cultivo

Analizando las muestras de sangre de los 22 pacientes, 4 de ellos mostraron
bacteriemia basal. En uno de los casos perteneciente al grupo de periodontitis se
identificé F. nucleatum. En los demas casos las bacterias encontradas fueron no
identificadas, blanco-pigmentadas no hemoliticas o beta hemoliticas, pero no

relacionadas con la enfermedad periodontal.

En cuanto a la bacteriemia que se encontré después de los procedimientos
de higiene interproximal solo se presentd en dos pacientes del grupo de
periodontitis crdnica, ninguno en pacientes periodontalmente sanos. En estos
casos, los patogenos encontrados fueron bacterias blanco pigmentadas no
hemoliticas no relacionadas con las especies bacterianas que se encuentran en la

enfermedad periodontal.
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En la siguiente tabla podemos observar la relacion de casos que
presentaron bacteriemia tanto en basal como después de la higiene interproximal,
relacionado con la cantidad de bacterias que se encontraron en las muestras de

FCG:

Paciente Grupo Recuento Recuento Recuento
FCG sangre basal sangre post-
UFC/ml UFC/ml cepillado
UFC/ml
4 Periodontitis 1,2x107 100 0
cronica
5 Periodontitis 7,7x10° 220* 155
crénica
7 Periodontitis 1,3x107 420 1045
crénica
19 Sano 2,1x10° 650 0

Tabla 8. casos con bacteriemia basal y/o post-cepillado. (1: grupo periodontitis crénica; 0: grupo
pacientes periodontalmente sanos; *: paciente que presento F.nucleatum; UFC/ml: unidades
formadoras de colonias/mililitro)

b. RT-PCR
Esta técnica no detecté los patégenos que pretendia encontrar (A.

actinomycetemcomitans y P. gingivalis) en las muestras de sangre pre y post

cepillado. Dio valores iguales a 0 en todos los casos.
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IV. Discusion

El objetivo primario del presente estudio fue ver si bacterias que se
encuentran normalmente en la cavidad oral son responsables de bacteriemias
después de haber realizado procedimientos de higiene oral mediante el uso de
cepillos interproximales en pacientes con periodontitis crénica y en sujetos

periodontalmente sanos.

En el FCG de pacientes con periodontitis, mediante la técnica de cultivo, se
observé mayor numero de bacterias anaerobias en comparacién con los pacientes
periodontalmente sanos. La bacteria con mayor recuento en el FCG de pacientes
con periodontitis fue P .gingivalis (5,6x103UFC/ml) en comparacién con el
recuento encontrado en pacientes sanos (5,0x103UFC/ml). Sin embargo, en los
pacientes periodontalmente sanos la bacteria con mayor recuento fue F. nucleatum
(2.3x10* UFC/ml), siendo el recuento de esta bacteria en enfermos de
2,64x10°UFC/ml. Respecto a la prevalencia de cada bacteria (porcentaje de
pacientes positivos a cada bacteria) se observo que P. gingivalis, P. intermediay T.

forsythia fueron las mas prevalentes en el grupo con periodontitis crénica.

En cuanto a las muestras de sangre, también mediante la técnica de cultivo,
cuando se us6 el método de cultivo en medio general y selectivo, se observo una
prevalencia global de bacteriemia tras el cepillado interproximal de 9,09% de los
pacientes analizados y pertenecian al grupo de periodontitis. Ademas, también
presentaron bacteriemia previa al cepillado interproximal, siendo en uno de ellos
el recuento bacteriano tras el cepillado mas del doble que el recuento previo al
cepillado interproximal; y en otro el recuento previo al cepillado interproximal fue
mayor que después de haber practicado la higiene interproximal. Este es el caso en
el que se encontro F. nucleatum en la muestra previa al cepillado, no apareciendo
en la muestras posterior. En ninguno de los casos se identificaron P. gingivalis y A.

actinomycetemcomitans en las muestras de sangre.
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En cuanto a los hallazgos mediante la técnica de PCR, en las muestras de
sangre no se hallaron los patégenos periodontales para los que estaba disefiada la
reaccion, que eran A. actinomytemcomitans y P. gingivalis. Sin embargo, y como es
de esperar, si se encontraron estos patdgenos en las muestras de FCG. Cabe
destacar que, haciendo una comparativa de los resultados obtenidos mediante las
dos técnicas, fue la RT-PCR la que detect6 mayor cantidad de A.

actinomycetemcomitans y P. gingivalis.

Al comparar nuestros resultados de bacteriemias con cultivo con los
estudios publicados donde analizan las bacteriemias tras actividades diarias
rutinarias como los procedimientos de higiene oral, coincidimos con Maharaj y
colaboradores (Maharaj et al., 2012), que encontraron una prevalencia del 10%
inmediatamente después de los procedimientos de higiene (cepillado durante 5
minutos); Forner y colaboradores (Forner et al., 2006), que hallaron un 5% de
prevalencia; y Kinane y colaboradores (Kinane et al.,, 2005), que obtuvieron un
13% de bacteriemia. También se acercaron a nuestros resultados Jones y
colaboradores (Jones et al., 2010), con un 17% de prevalencia. Sin embargo la
diferencia fue mayor con otros autores como Olsen y colaboradores (Olsen, 2008),
que encontraron 43% estimulando la bacteriemia mediante cepillado durante 2
minutos. También encontraron mayor prevalencia de bacteriemia autores como
Lockhart y colaboradores, que encontraron 40% (Lockhart et al., 2008); Madsen y
colaboradores, que vieron un 54 % (Madsen, 1974); o Silver y colaboradores, que
obtuvieron un 43% de prevalencia (Silver et al., 1977). Destaca que uno de los
autores no encuentra bacteriemia tras procedimientos de higiene oral (Hartzell et

al,, 2005), al igual que ocurre en este estudio con la técnica de PCR.

En nuestro estudio observamos que la prevalencia de bacteriemia se da
exclusivamente en pacientes con periodontitis, no apareciendo en pacientes sanos.
Lo que podria indicar que la periodontitis facilite una mayor entrada de patégenos
al torrente sanguineo, pudiendo producir asi patologias sistémicas. Hay autores
que defienden que la presencia de bacteriemia esta mas asociada a la inflamacién
gingival y a la placa bacteriana (Tomas et al.,, 2012). Los resultados de nuestro

estudio coinciden con Kinane y colaboradores (Kinane et al., 2005) que hallaron
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casos de bacteriemia solo en pacientes con periodontitis. Por el contrario, autores
como Madsen y colaboradores hallan una prevalencia de 54% en pacientes con
periodontitis, y un 19% en pacientes periodontalmente sanos. Esto puede ser
debido a que algunos estudios consideran a los pacientes con gingivitis como

pacientes periodontalmente sanos, y estos pueden dar positivo a bacteriemia.

En nuestro estudio, el tiempo empleado para los procedimientos de
higiene oral fue de 2 minutos. Durante ese tiempo se paso el cepillo interproximal
por las localizaciones distales al canino, tanto por vestibular como por lingual o
palatino. En algunos estudios, el tiempo empleado para las técnicas de higiene oral
fue menor. En el caso de Hartzel y colaboradores, el tiempo empleado fue 1 minuto
de cepillado dental rutinario. En este caso, la bacteriemia encontrada fue del 0%

(Hartzell et al., 2005).

Por otro lado, muchos estudios establecieron en 2 minutos el tiempo
durante el que se realizaron medidas de higiene oral (Jones et al., 2010, Olsen,
2008, Bahrani-Mougeot et al., 2008, Kinane et al, 2005, Forner et al, 2006)
coincidiendo con nuestro estudio. En estos estudios, se encontré bacteriemia en
muchos casos después de los procedimientos de higiene. En los estudios en los que
se dedic6 mas tiempo a los procedimientos de higiene, se encontré bacteriemia de
origen oral en un gran nimero de los casos. Se deduce que quiza el tiempo que se
debe emplear para encontrar bacteriemia de origen oral ha de ser como minimo de

2 minutos.

Ademas, entre los distintos estudios publicados se encuentran diferencias
que pueden ser debidas al momento de la toma de sangre tras el procedimiento
de higiene. Hay autores que toman las muestras de sangre justo después del
procedimiento de higiene (Maharaj et al., 2012, Kinane et al., 2005), otros, toman la
primera muestra de sangre a los 30 segundos de los procedimientos de higiene
(Crasta et al., 2009, Forner et al., 2006). Se puede observar que los autores que
toman la muestra justo después de los procedimientos de higiene registran una
menor prevalencia que los que esperan 30 segundos o incluso 1 o 2 minutos (Jones

et al,, 2010, Olsen, 2008, Bahrani-Mougeot et al., 2008). En los estudios que toman
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muestras de sangre a distintos tiempos después de los procedimientos de higiene
oral se observa que la bacteriemia va disminuyendo con el tiempo. En el estudio de
Maharaj y colaboradores se observa una prevalencia del 10,8% en las primeras
muestras de sangre (2 y 5 minutos) mientras que no se observa bacteriemia en las
muestras tomadas a los 15 y 30 minutos (Maharaj et al., 2012). En el estudio de
Castillo y colaboradores observan que justo después del raspado y alisado
radicular la bacteriemia era de un 21%, a los 15 minutos era de un 19%, y a los 30
minutos de 14,3% (Castillo et al., 2011). En el estudio de Crasta y colaboradores
observan un 40% de prevalencia de bacteriemia a los 30 segundos, mientras que a
los 10 minutos la prevalencia es del 27% (Crasta et al.,, 2009). De esto se deduce
que la bacteriemia debido a procedimientos de higiene oral es transitoria. En
nuestro caso, las tomas de sangre se realizaron 1 minuto después del uso de los
cepillos interproximales, pero la prevalencia que encontramos es menor que la de

los autores estudiados que realizan la toma en el mismo momento.

También puede ser una fuente de variabilidad importante entre los
distintos estudios la forma de provocar bacteriemia que utilizan los autores.
Algunos autores analizan bacteriemias tras procedimientos quirurgicos (Maharaj
etal., 2012, Olsen, 2008, Bahrani-Mougeot et al., 2008) encontrando prevalencia de
bacteriemia mucho mayor que con procedimientos de higiene oral. Otros autores,
utilizan como forma de provocar bacteriemia el raspado y alisado radicular, estos
son Zhang y colaboradores, y Morozumi y colaboradores, que encuentran una
prevalencia de alrededor de un 60% (Zhang et al., 2013, Morozumi et al., 2010). En
cuanto a los autores que utilizan medidas de higiene oral, encontramos algunos
que utilizan cepillos tradicionales (Kinane et al., 2005, Lockhart et al., 2008,
Hartzell et al.,, 2005, Silver et al., 1977). Sin embargo, aquellos que utilizan medidas
de higiene oral interproximal son los que encuentran mayor tasa de bacteriemia
(Crasta et al,, 2009, Madsen, 1974, Zhang et al.,, 2013). Autores como Zhang y
colaboradores y Crasta y colaboradores (Zhang et al.,, 2013, Crasta et al., 2009)
utilizan el hilo dental y encuentran prevalencia de bacteriemia de un 30 y un 40%
respectivamente. Madsen y colaboradores (Madsen, 1974) utilizan palillos de

dientes, encontrando una prevalencia del 54%. Estos resultados podrian ser
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debidos a que es justo en el area interproximal donde mas placa bacteriana se

acumula.

En cuanto a la técnica de analisis, hay autores que utilizan las mismas
técnicas que usamos nosotros, como son Kinane y colaboradores, que utilizaron
PCR (Kinane et al, 2005); Maharaj y colaboradores y Jones y colaboradores,
utilizan el cultivo para detectar bacterias (Maharaj et al., 2012, Jones et al., 2010).
Ademas hay otros autores que utilizaron BACTEC (Crasta et al., 2009, Olsen, 2008,
Bahrani-Mougeot et al., 2008, Maharaj et al., 2012). Aun asi, ningiin autor compara

los métodos de cultivo y PCR, como es nuestro caso.

Cabe destacar que, en nuestro estudio, en los dos casos que presentaron
bacteriemia post-cepillado interproximal coincidié con que tuvieron bacteriemia
basal. En uno de los casos llama la atencién que el recuento total de patégenos
encontrados en la muestra pre-cepillado fue mayor que en la muestra post-
cepillado, ademas coincide con ser el caso que present6 F. nucleatum en la muestra
pre-cepillado. Sin embargo, en el segundo caso casi se triplicé el nimero de
UFC/ml entre las dos muestras de sangre, presenté 420UFC/ml en la muestra pre-

cepillado, y 1045 UFC/ml en la muestra post-cepillado.

El objetivo secundario de este estudio fue comparar dos técnicas para la
deteccién de bacteriemias (cultivo y RT-PCR). Nuestros resultados sugieren que la
técnica mas sensible a la hora de detectar patégenos es el cultivo, ya que detectd
mas cantidad de bacterias que la técnica de RT-PCR. Hay que destacar que la PCR
solo buscaba encontrar A.actinomycetemcomitans y P.gingivalis; mientras que el
cultivo en agar sangre no era selectivo para ninguna bacteria, y no se encontrd

ninguna de las dos bacterias que se buscaban en la PCR.
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Para las muestras de FCG fue la técnica de PCR la que detecté6 mayor
cantidad de patégenos (A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis) que la técnica de
cultivo, aunque ésta nos dio informacién sobre otros patégenos periodontales que
la PCR no es capaz de identificar con los “primers” que se utilizaron. Este hecho es
debido a que la RT-PCR se hizo de manera que fuera especifica para esos dos
patégenos, mientras que los métodos de cultivo en medio general no son

especificos para ningin patégeno en concreto.

Finalmente, en nuestro estudio nos encontramos con algunas limitaciones,
entre las que se encuentran el pequefo tamafio muestral. Por esta razén, nuestros
resultados no son estadisticamente significativos y serian necesarios mas estudios

al respecto.
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V. Conclusiones

Teniendo en cuenta las limitaciones de este estudio piloto, podemos
concluir que:
i.  Existe riesgo de sufrir una bacteriemia tras el uso de cepillos
interproximales en pacientes con periodontitis.
ii.  La técnica de cultivo en medio general y en medio especifico nos da
mas informacién a la hora de cuantificar patégenos que la técnica de

RT-PCR, ya que es muy selectiva.
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VILI.

Anexos
HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Estudio: (Aqui pones el titulo del estudio)
Yo,
(NOMBRE Y APELLIDOS)

He recibido la hoja de informacién

He podido hacer preguntas sobre el estudio

He recibido respuesta satisfactoria a mis preguntas
He recibido suficiente informacién sobre el estudio

He hablado con

(NOMBRE Y APELLIDOS DEL INVESTIGADOR)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

12 Cuando quiera

22 Sin tener que dar explicaciones

32 Sin que esto repercuta en mis cuidados dentales.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

de de 20__

Firma del Participante
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INFORMACION

Las periodontitis son un grupo de enfermedades de naturaleza infecciosa,
caracterizadas por la destruccién del aparato de soporte del diente (periodonto).
La principal consecuencia de las periodontitis, la pérdida de dientes, causa
dificultades funcionales y estéticas; sin embargo, en los ultimos afios también se
han asociado a problemas de salud sistémico.

El factor etioldgico primario en las periodontitis es la presencia de bacterias
especificas organizadas en forma de biofilm bajo la encia (subgingival). En Espafia,
Porphyromonas gingivalis es el patégeno mas frecuentemente asociado a
periodontitis. Esto hace que, junto con Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
que es una una de las bacterias con mayor capacidad patogénica, cobren una

relevancia fundamental en el estudio de las periodontitis.
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Debido a las caracteristicas de las lesiones periodontales, las bacterias
presentes en el biofilm subgingival, incluidos los patégenos mencionados, pueden
pasar a la circulacién sanguinea sistémica (bacteriemia).

En pacientes con periodontitis, existe un riesgo aumentado de sufrir
bacteriemias repetidas, espontaneamente o tras maniobras habituales en la vida
diaria, como el cepillado dental, masticar o tragar, etc. El paso de estas bacterias a
sangre puede ser el posible nexo de uniéon que explique la asociacién encontrada
entre pacientes con periodontitis y determinadas enfermedades sistémicas, tales
como enfermedades cardiovasculares.

Se le pedira que acuda a dos visitas. El estudio consistira en el registro de
medidas clinicas y microbiolégicas, en la administracién de medidas de higiene
oral (uso de cepillos interproximales) y en la toma de muestras de sangre
inmediatamente antes y un minuto después.

Se me ha explicado que para la realizacion del tratamiento es
imprescindible mi colaboracién con unas medidas de higiene y alimentacion
previas a la cita de toma de muestras, siendo asi que su omisiéon puede provocar
resultados distintos a los esperados. A su vez, asumo que no debo de tomar ningiin
antibiotico ni antiséptico que pueda influir en los resultados del estudio, a no ser
que sea estrictamente necesario y prescrito por un facultativo.

Cualquier duda que tenga, podra ser resuelta por cualquiera de los

miembros del equipo investigador.
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