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1. INTRODUCCION

1.1 Enfermedades periodontales

Las enfermedades periodontales son un conjunto de enfermedades de
origen infeccioso que cursan con la inflamacion de los tejidos de soporte de los
dientes. Son actualmente patologias altamente prevalentes a nivel mundial
(Philstrom y cols. 2005; Papapanou 2012), y suponen uno de los factores mas
importantes para la pérdida dentaria (Kassebaum y cols. 2014; Petersen y cols.

2012; Heitz-Mayfield y cols. 2003; Schatzle y cols. 2003).

La periodontitis severa fue en 2010 la sexta patologia mas prevalente,
afectando a un 11,2% de la poblacion mundial (743 millones de personas). Esta
prevalencia aumenta con la edad, alcanzando su pico maximo a partir de los 40
anos, sin diferencias significativas entre hombres y mujeres. Los datos de
incidencia de ese mismo afno sefalan que se diagnosticaron 701 nuevos casos
por cada 100.000 habitantes de la poblacién mundial. En Europa la prevalencia
en 2010 es de 11,8% y la incidencia de 743,3 por cada 100.000 habitantes

(Kassebaum y cols. 2014).

La clasificacidbn actualmente mas extendida de las enfermedades
periodontales es la de la Asociacibn Americana de Periodoncia de 1999
(Armitage 1999). En ella se hace una clara distincion entre las enfermedades
gingivales y la periodontitis. Las enfermedades gingivales o gingivitis son una
reaccion inflamatoria reversible de los tejidos periodontales. Por otro lado, las
periodontitis se caracterizan por una reaccion inflamatoria crbnica con
destruccion del aparato de soporte del diente (periodonto). En particular, la

periodontitis se caracteriza por la formacién de bolsas periodontales y/o



recesiones gingivales. Es el tipo de periodontitis més frecuente y, aunque suele
ser mas comun en adultos, puede comenzar a cualquier edad. La prevalencia y
la severidad de la periodontitis crénica aumentan con la edad y tanto la cantidad
de dientes afectados como la progresién pueden ser muy variables. Ademas, la
periodontitis crénica se puede clasificar segun su severidad y extension. La
extension es el nUmero de localizaciones afectadas y, como norma general,
hablamos de periodontitis localizada cuando se afecta el 30% 0 menos de la
denticién, y de generalizada cuando es mas del 30%. En cuanto a la severidad,
esta se puede definir para toda la denticidén o para localizaciones concretas y, en
lineas generales, se valora segun el nivel de insercidn clinica, y se considera
leve cuando existe de 1 a 2mm de perdida de insercién, moderada cuando es de

3 a 4mm y severa a partir de 5mm (Armitage 1999).

El factor etiolégico primario de la periodontitis es la presencia de bacterias
organizadas en biofilm, que se desarrollan como comunidades interactivas de
microorganismos. Las relaciones entre las bacterias embebidas en un biofilm
pueden ser de simbiosis, cuando existe una relacidon beneficiosa entre las
bacterias que conforman el biofilm y entre estas y el hospedador, o esta relacion
puede ser de disbiosis, que consiste en un cambio en la comunidad de
microorganismos asociada con salud, y esto resulta en la aparicion de una

patologia (Sanz y cols. 2017).

En el biofilm asociado a periodontitis, el fluido crevicular es una fuente
principal de nutrientes para los microorganismos que los conforman, que se
caracteriza por especies proteoliticas y anaerobios. Para facilitar su
supervivencia, algunos microorganismos son capaces de esquivar la respuesta
del hospedador mediante la liberacibn de ciertas moléculas tales como

leucotoxinas o proteinasas, y algunos de estos microorganismos incluso son



capaces de adaptarse a un ambiente alterado por la respuesta inmune, y se

denominan por ello “inflamofilos” (Hajishengallis 2014).

En pacientes con periodontitis, se consideraba que la estructura del
biofilm se componia principalmente de bacterias Gram negativas y proteoliticas.
Ciertas bacterias se consideraban patdgenos principales, tales como
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. No obstante, se ha observado
recientemente que esta estructura del biofilm y la organizacion de los

microorganismos en periodontitis se basa en un modelo de disbiosis.

La disbiosis consiste en la pérdida o reduccidbn de organismos
potencialmente beneficiosos para el hospedador que se suelen encontrar en
estado de salud. En asociacidén con periodontitis, la disbiosis se caracteriza por
un aumento en la diversidad de microorganismos, que puede ser el resultado de
una débil respuesta inmune local, aumento de la disponibilidad de nutrientes
especialmente en el fluido crevicular, o por la apariciéon de nichos como la bolsa

periodontal (Dewhirst y cols. 2010, Camelo-Castillo y cols. 2015).

No obstante, no se descartan aquellos casos en los que la periodontitis
puede deberse a la accién especifica de un microorganismo, como es el caso
del clon JP2 de A. actinomycetemcomitans en casos de periodontitis agresiva

(Haubek y cols. 2008).

En general, las comunidades de microorganismos relacionadas con
periodontitis tienen la capacidad de resistir la respuesta inmune e inflamatoria
para permanecer en un ambiente de anaerobiosis y aprovechar la disponibilidad
de nutrientes que ofrecen el fluido gingival crevicular y la sangre (Sanz y cols.

2010).



Aunque la organizacion en el biofilm y el estado de disbiosis actuan como
elementos clave en el inicio de la periodontitis, la destruccion de los tejidos
periodontales se produce como consecuencia de la respuesta inmunitaria
desencadenada en el huésped. Las células que conforman el sistema inmune,
como los leucocitos activados a nivel gingival, son responsables de la generacién
de mediadores inflamatorios, tales como citoquinas, prostaglandinas vy
metaloproteinasas, que promueven la destruccion de los tejidos periodontales;
se reduce la proporcion de linfocitos polimorfonucleares y se activan otras
células como las células dendriticas de Langerhans vy linfocitos intraepiteliales.
Estas células presentan antigenos bacterianos a células T CD4 y CD8, activando
la respuesta inmune adaptativa y perpetuando un estado de inflamacion y

destruccion de tejido (Sanz y cols. 2017).

A esta interaccién compleja entre la infeccion bacteriana y la respuesta
del sistema inmune del hospedador se le suma la influencia de factores de riesgo
genéticos y adquiridos, considerandose por ello la periodontitis una enfermedad

multifactorial (Page & Korman 1997; Page y cols. 1997; Sanz y cols. 2010).

1.2 Prevalencia de periodontopatégenos

Varios estudios, usando principalmente el cultivo microbiolégico para el
analisis de las muestras, han intentado asociar la presencia de diferentes
patdgenos con el diagnéstico de periodontitis, mostrando una gran variedad de
resultados en diferentes poblaciones y entornos (Moore 1987; Van Winkelhoff y

cols. 1996; Van Winkelhoff y cols. 1994; Haffajee y cols. 1999).

Pocos investigadores han realizado estudios detallados de la microflora
asociada a periodontitis en poblaciones diferentes a nivel geografico o étnico
usando los mismos métodos de andlisis microbioldgico. Uno de estos estudios

(Sanz y cols. 2000), compar6 pacientes con periodontitis en Espafia y en los



Paises Bajos, y se encontraron diferencias importantes en los perfiles
microbioldgicos. A. actinomycetemcomitans resultd ser mas prevalente en los
pacientes holandeses (23% versus 3%), mientras que P. gingivalis resulté ser
mas prevalente en los pacientes espanoles (65% versus 37%). Para explicar
estas diferencias, ademas de la posible asociacion con el perfil genético de los
pacientes, también resulta factible considerar la diferencia en el uso de
antibiéticos en estos dos paises. Mientras que los Paises Bajos es uno de los
mas restrictivos en Europa, Espafa se encuentra entre los paises mas
permisivos en cuanto a la prescripcion de estos medicamentos. Esta hipbtesis
es respaldada por el mismo grupo de investigacién, que observaron que la
concentracion minima inhibitoria de antibidéticos usados comunmente para
patdgenos periodontales era mayor en Espafia que en los Paises Bajos (van

Winkelhoff y cols. 2005).

En otro estudio, se compard, mediante la técnica de hibridacién en tablero de
ajedrez, la microbiota asociada a periodontitis en pacientes de Estados Unidos,
Suecia, Brasil y Chile. Se observé que 13 de las 40 especies incluidas en el
analisis diferian entre los diferentes paises. P. gingivalis y T. denticola se
encontraron en un 6,6%, 1,6%, 7,5% y 11,9% respectivamente, y 2,3%, 0,8%,
6,7% y 4,2% respectivamente en sujetos de Estados Unidos, Suecia, Brasil y
Chile. Por otro lado, en el caso de T. forsythia su prevalencia no difiri6 entre

paises, con un rango de entre 6,2 a 8,5% (Haffajee y cols. 2004).

En particular, en Latinoamérica, el “complejo rojo” de bacterias (P. gingivalis,
T. forsythia y T. denticola) se encuentra en niveles elevados en pacientes
procedentes de América Latina con periodontitis (Gajardo y cols. 2005; Herrera
y cols. 2008) Especialmente bacterias negropigmentadas de la especie
Porphyromonas y Prevotella son detectadas en pacientes con periodontitis

(58%), gingivitis (37%) y pacientes sanos (15%) (Cortelli y cols. 2005). La
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mayoria de los estudios microbiol6gicos en estos paises se centran en el estudio
de las bacterias pertenecientes a este “complejo rojo”, con atencion especial a
P. gingivalis. Este microorganismo en particular presenta una prevalencia del
89% en pacientes con periodontitis, 30% en pacientes con gingivitis y 8% en

pacientes periodontalmente sanos (Missailidis y cols. 2004).

No obstante, estas cifras no se pueden generalizar, como se observa en un
estudio realizado por Herrera y cols. 2008 en el que se analizd la microbiota de
pacientes con periodontitis crénica en Colombia y en Chile y también en Espana.
Los pacientes de Colombia presentaban periodontitis mas severa, mayores
recuentos totales de bacterias y niveles elevados de P. gingivalis y
enterobacterias Gram negativas. En Chile los pacientes tenian una mayor
prevalencia de Parvimonas micra y Eikenella corrodens mientras que los
recuentos de A. actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, T. forsythia y
Capnocytophaga spp. eran mas bajos. En los pacientes espafioles, sin embargo,
se detect6 una total ausencia de enterobacterias Gram negativas y niveles

elevados de P. intermedia (97,2%) (Herrera y cols. 2008).

En particular, en Republica Dominicana, solo se han realizado dos estudios
hasta la fecha que analizan la microflora subgingival en pacientes dominicanos
con periodontitis, y ambos presentan resultados diferentes. Slots y cols. en el
ano 1991 realizaron el primer estudio en el que, mediante el examen
microscépico directo, se observd que organismos no moviles y cocos
comprendian el 85% de microorganismos totales y las espiroquetas solo
representaban el 3%. El cultivo no selectivo mostré un 53% de organismos Gram
negativos, 15% de Fusobacterium nucleatum, 7% de anaerobios

negropigmentados y 10% de P. micra (Slots y cols. 1991).



Por el contrario, en un estudio reciente, mediante la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), se detect6 una prevalencia de bacterias del
“‘complejo rojo” de aproximadamente el 90% en pacientes con periodontitis
cronica, especialmente T. forsythia, o que difiere de lo descrito en otros paises

de América Latina.



2. JUSTIFICACION

La distribucion de las distintas especies de patdgenos periodontales varia
entre distintas localizaciones geogréficas y entre distintos grupos étnicos. Debido
a estas variaciones y para crear un enfoque terapéutico individualizado y dirigido
por el diagndstico microbiolégico, es necesario tener informacidén acerca de la

prevalencia de los patdbgenos asociados a periodontitis.

En la Republica Dominicana, no se ha realizado ningun estudio de cultivo
microbiolégico con medios especificos para la deteccién de los principales
patdgenos periodontales en el biofilm subgingival de pacientes con periodontitis
cronica. Los datos obtenidos hasta ahora son escasos y contradictorios y no
existe evidencia clara acerca de cudl es la prevalencia de dichos patdbgenos en

esta poblacion determinada.
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3. HIPOTESIS

En pacientes de la Republica Dominicana con periodontitis crdnica, la
prevalencia de la mayoria de patégenos periodontales es similar a otros paises
de América Latina, con una mayor prevalencia de patdgenos periodontales

pertenecientes al complejo rojo, tales como P. gingivalisy T. forsythia.
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4. OBJETIVO

Determinar la composicidn microbiana (recuentos, proporcidén y prevalencia)

de los principales patdgenos presentes en el biofilm subgingival en pacientes

dominicanos con periodontitis cronica.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1.Diseino del estudio:
Se disend un estudio transversal descriptivo que fue aprobado por el
comité ético de la Universidad Pontificia Catélica Madre y Maestra (PUCMM),

Santo Domingo.

5.2. Seleccion de sujetos.

Se seleccionaron sujetos que acudian a la clinica de estomatologia del
Campus Santo Tomas de Aquino de la Universidad Pontificia Catélica Madre
y Maestra (PUCMM), Santo Domingo. Tras determinarse el cumplimiento de
los criterios de inclusidbn, ser adecuadamente informados y dar su

consentimiento fueron incluidos en el estudio.

5.3. Criterios de inclusion:

e Criterios demogréficos:

- Pacientes mayores de 18 afos.
- No fumadores.

e Criterios clinicos:

- Al menos 15 dientes presentes.
- Al menos 3 localizaciones interproximales no contiguas con

profundidad de sondaje (PS) =4 mm.

5.4. Criterios de exclusion:

e Criterios clinicos:

13



Haber recibido terapia periodontal en los 12 meses previos al
ingreso en el estudio.

Criterios médicos:

Tabaquismo.

Sujetos con enfermedad sistémica o condicién que pudiera afectar
a la respuesta de los tejidos gingivales o a la capacidad de ejecutar
un adecuado control de placa (embarazo, diabetes, alteraciones
cuantitativas o cualitativas en células polimorfonucleares, otros
trastornos inmunoldgicos, etc.).

Tratamiento con anti-inflamatorios de larga duracion.

Necesidad de profilaxis antibiética para realizar el examen
periodontal.

Haber recibido terapia con antibi6ticos en los 6 meses previos al

estudio.

5.5.Registro de variables clinicas.

Se realizd una exploracion periodontal completa para determinar si el

paciente cumplia los criterios de inclusién/exclusion senalados. Aquellos

pacientes que cumplian los criterios de inclusién, recibieron informacién

sobre el objetivo del estudio y se les invitd a participar mediante la firma de

un consentimiento informado.

Las variables clinicas registradas fueron:

Profundidad de sondaje (PS) y recesién (REC) en milimetros. El nivel
de insercién clinica (NIC) se calculd6 mediante la suma de la

profundidad de sondaje y la recesion.
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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.

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

e Numero de dientes presentes.

Estos datos se emplearon para establecer el diagnéstico periodontal de

cada sujeto.

5.6.Toma de muestra de fluido crevicular gingival (FCG).

En cada paciente se seleccioné la localizacibn mas accesible con la
mayor profundidad de sondaje y sangrado al sondaje de cada cuadrante

(Mombelli et al. 1991).

Tras la eliminacion cuidadosa de los depdésitos de placa supragingival, se
aislaron las zonas de interés mediante rollos de algoddn y secado con aire. Se
introdujeron dos puntas de papel estériles (tamano 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 2 ml de fluido de transporte reducido (RTF) (Sanz et al. 2000).

Las muestras obtenidas se almacenaron a 4°C y se mantuvieron a esta
temperatura durante el transporte al laboratorio de investigacion de la Facultad
de Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid. Las muestras
fueron analizadas en un periodo de 24 a 36 horas después de que fueran

tomadas.
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5.7. Procesado de las muestras microbiolégicas

Las muestras fueron procesadas mediante cultivo microbiolégico en el
Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Odontologia (Universidad

Complutense, Madrid).

Se vorted el vial dénde se encontraban las puntas de papel durante 30
segundos y se prepararon diluciones seriadas 1:10 en PBS (phosphate-
buffered saline). De cada dilucién se plaquearon 100 ul en medio agar no
selectivo (Oxoid no 2; Oxoid, Basingstoke, UK), suplementado con sangre de
caballo al 5%, hemina (5mg/l) y menadiona (1mg/l) para la determinacién del
recuento total de anaerobios y para la identificacion de los patégenos
bacterianos especificos.

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

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

Después de 7-14 dias de incubacion anaerobica (80% de Ny, 10% CO. y
10% de Hy), los recuentos totales y los recuentos de colonias representativas
(aquellos con morfologias de colonias que sean compatibles con la morfologia
del agente patégeno diana) se llevaron a cabo en aquellas placas que

albergaran entre 30-300 colonias.

Las colonias sospechosas se identificaron ademas por microscopia, el
estudio de la tinciébn de Gram y la actividad enzimatica (incluyendo N-acetil-3-
D-glucosaminidasa, a-glucosidasa, a-galactosidasa, a-fucosidasa, esculina,
indol y la actividad de tipo tripsina). Los recuentos de colonias se expresaron
en unidades formadoras de colonias (UFC) por ml de muestra original. Los
recuentos totales de anaerobios fueron calculados, asi como la cantidad de

los patdgenos periodontales detectados (A. actinomycetemcomitans, P.
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gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, P. micros, C. rectus, F. nucleatum,

Capnocytophaga spp., E. corrodens).

5.8. Analisis estadistico

Unidad de analisis: el paciente

Variables objeto de estudio:

a. Como variables clinicas se analizaron profundidad de sondaje,

recesion, sangrado al sondaje, indice de placa y nivel de insercién

clinico.

b. Como variables microbiolbgicas, se analizaron las siguientes variables:

- Recuento total de patdégenos: el total de patdbgenos anaerobios
presentes en las muestras fue calculado a partir de los recuentos
totales presentes en las placas agar sangre y Dentaid-1, multiplicados
por el factor dilucion. Estos resultados se expresaron en unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml).

- Recuento individual de cada patégeno: fue calculado a partir de los
recuentos individuales de los patdégenos presentes en las placas agar
sangre y Dentaid-1, multiplicandolo por el factor de dilucién. Los
resultados se reflejaron en unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/m).

- Proporcion media de cada patégeno: tras la identificacion y recuento
de los patégenos periodontales, también fue calculada la proporcidén
que presentaba cada uno de ellos respecto al recuento total de la flora

anaerobia, expresado en porcentaje (%).
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- Prevalencia de cada patégeno: definida como el porcentaje de
pacientes que albergan el microorganismo en relacién al total de

muestras positivas (%).

Se realizd estadistica descriptiva presentando los valores de media y

desviaciéon estandar (DE) para todos los valores analizados.
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6. RESULTADOS

6.1. Descripcion de la muestra y caracteristicas clinicas periodontales:

Las variables clinicas registradas en los pacientes se resumen en la

siguiente tabla (Tabla 1):

Media DE
IP global (%) 58,64 32,02
N° dientes 21,65 3,94
PS Global (mm) 2,63 0,62
- PS Superior (mm) 2,93 0,78
- PS Inferior (mm) 2,35 0,59
- PS Interproximal (mm) 2,92 0,69
- PS Superficies libres (mm) 2,04 0,55
REC Global (mm) 0,38 0,79
- REC superior (mm) 0,31 0,80
- REC inferior (mm) 0,45 0,83
- REC interproximal (mm) 0,24 0,80
- REC superficies libres (mm) 0,67 0,82
CAL global (mm) 3,01 1,15
- CAL superior (mm) 3,25 1,25
- CAL inferior (mm) 2,80 1,20
BOP global (%) 49,86 26,93
- BOP supetrior (%) 55,34 25,62
- BOP inferior (%) 44,60 30,61
- BOP interproximal (%) 49,48 29,27
- BOP supertficies libres (%) 50,64 26,63

Tabla 1. Variables clinicas. (BOP: sangrado al sondaje; DE: desviacion estandar; IP: indice de placa; PS: profundidad de
sondaje; REC: recesion; CAL: nivel de insercion clinica).
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Como podemos observar, la profundidad de sondaje media global es de
2,63mm con una desviacion estandar de 0,62mm. En cuanto a la recesion, la
media es de 0,38mm con una desviacion estandar de 0,79mm. Por otro lado, los
datos obtenidos muestran un indice de placa del 58,64% (DE=32,02%) y la
media de sangrado al sondaje es 49,86% (DE=26,93%).
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6.2. Prevalencia de deteccion

n=28 Aa Pg Pi Pm Fn Tf Cr Ec Capnoc sp.
Prevalencia (n) 3 24 26 7 19 18 3 8 3
Prevalencia (%) 11 86 93 25 68 64 11 29 11

Tabla 2. Prevalencia de cada patogeno. (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Capn: Capnocytophaga; Cr:
Campylobacter rectus; Ec: Eikenella corredans; Fn: Fusobacterium nucleatum; Pi: Prevotella intermedia; Pg:
Porphyromonas gingivalis; Pm: Parvimonas micra; Tf: Tannerella forsythia).

En relacion a los resultados de la prevalencia de cada bacteria
(porcentaje de sujetos positivos para cada bacteria) podemos analizarlos en la
Tabla 2 y Figura 1. El 93% de los pacientes presentaban P. intermedia, el 86%
de ellos P. gingivalis, el 68% de los pacientes presentaban F. nucleatumy el 64%
T. forsythia. Si continuamos en orden decreciente, el 29% de los pacientes
presentaban E. corrodens, 25% presentaban P. micra, y finalmente, tanto A.
actinomycetemcomitans, C. rectus como Capnocytophaga spp se presentaban

en un 11% de los pacientes.

Prevalencia

Prevalencia (%)

100
80
60
40
20 s '
0 § i \ Y
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Figura 1. Prevalencia de cada patdgeno. (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Capn: Capnocytophaga; Cr:
Campylobacter rectus; Ec: Eikenella corredans; Fn: Fusobacterium nucleatum; M: media; Pi: Prevotella intermedia; Pg:
Porphyromonas gingivalis; Pm: Parvimonas micra; Tf: Tannerella forsythia)



6.3. Recuento total e individual de patégenos

En los pacientes analizados en el estudio, se determind un recuento total

de bacterias anaerobias de 1,16x10” (DE = 1,41x10") (UFC/ml).

RECUENTOS (UFC/ml) Media (DE)
n=28

7 7
Flora bacteriana total 1,16x107(1,41x10°)

A. actinomycetemcomitans 1,33x10° (6,80x10°)

6
P. gingivalis 2,68x10° (5,73x10°)

P. intermedia 5,42x10° (4,04x107)

T. forsythia 4,09x10° (7,47x10°)

P micra 2,28x10* (5,34x10¢)

C rectus 2,86x10* (8,97x10¢)

F. nucleatum 1,37x10° (2,01x10°)

Capnocytophaga spp. 2,54x10* (1,00x10°)

E. corrodens 2,50x10* (5,06x10%)

Tabla 3. Recuento total e individual de cada patégeno (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Capn:
Capnocytophaga; Cr: Campylobacter rectus; DE: desviacion estandar; Ec: Eikenella corredans; Fn: Fusobacterium
nucleatum; M: media; Pi: Prevotella intermedia; Pg: Porphyromonas gingivalis; Pm: Parvimonas micra; Tf: Tannerella
forsythia)

En cuanto al recuento individual de cada bacteria (UFC/ml), como
podemos observar en la Figura 2, la bacteria detectada en mayor cantidad es P.
gingivalis con 2,68x10° UFC/ml (DE = 5,73x10°). En segundo lugar, se encuentra
P. intermedia 5,42x10° (DE = 4,04x10%), seguida de T. forsythia cuya cantidad
es de 4,09x10° (DE = 7,47x10°) y F. nucleatum 1,37x10° (DE = 2,01x10°). En
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menor cantidad se detecta C. rectus con 2,86x10* (DE = 8,97x10%, de,
Capnocytophaga spp. con 2,54x10* (DE = 1,00x10%) y la cantidad de E.
corrodens es 2,5x10* (DE = 5,06x10%). Menor aun es la cantidad detectada de

P. micra que es de 2,28x10* (DE = 5,34x10%, y A. actinomycetemcomitans

1,33x10* UFC/mI (DE =6,8x10%).

Recuento individual de cada
patogeno

7,00E+06
6,00E+06
5,00E+06
4,00E+06
3,00E+06

2,00E+06 /\
1,00E+06
0,00E+00 e E e

Aa Pg Pi Pm Fn Tf Cr Ec Capnoc
sp.

Cantidad de UFC/ml Desviacion Estandar

Figura 2. Recuento individual de cada patégeno (UFC/ml). (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Capn:
Capnocytophaga; Cr: Campylobacter rectus; DE: desviacion estandar; Ec: Eikenella corredans; Fn: Fusobacterium

nucleatum; M: media; Pi: Prevotella intermedia; Pg: Porphyromonas gingivalis; Pm: Parvimonas micra; Tf: Tannerella
forsythia)
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6.4. Proporcion media

n=28 Aa Pg Pi Pm Fn Tf Cr Ec Capnoc sp.
Proporcion Media 0,41 16,95 4,81 1,15 2,28 2,48 0,18 0,52 0,28
(%)
Desviacién 2,12 17,58 6,09 3,42 2,67 5,15 0,61 1,44 1,19
Estandar

Tabla 4. Proporcion Media. (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Capn: Capnocytophaga; Cr: Campylobacter
rectus; DE: desviacion estandar; Ec: Eikenella corredans; Fn: Fusobacterium nucleatum; M: media; Pi: Prevotella
intermedia; Pg: Porphyromonas gingivalis; Pm: Parvimonas micra; Tf: Tannerella forsythia)

En cuanto a la proporciéon media de cada bacteria, y como podemos
analizar en la Figura 3, se encuentra en mayor proporcioén P. gingivalis con un
porcentaje del 16,95% (DE = 17, 58), seguida de P. intermedia con un resultado
del 4,81% (DE =6,09) y T. forsythia con 2,48% (DE = 5,15). En menor proporcién
media se detecta F. nucleatum 2,28% (DE = 2,67) y P. micra con 1,15% (DE =
3,42). Las menores proporciones medias son las pertenecientes a para E.
corrodens 0,52% (DE = 1,44), Capnocytophaga spp. 0,28% (DE = 1,19), A.
Actinomycetemcomitans 0,41% (DE = 2,12) y C. rectus 0,18% (DE = 0,61).

Proporcion Media

Proporcion Media (%) Desviacion Estandar

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
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= e | =@

Figura 3. Proporcion Media. (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Capn: Capnocytophaga; Cr: Campylobacter
rectus; DE: desviacion estandar; Ec: Eikenella corredans; Fn: Fusobacterium nucleatum; M: media; Pi: Prevotella
intermedia; Pg: Porphyromonas gingivalis; Pm: Parvimonas micra; Tf: Tannerella forsythia)
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7. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar la composicidbn microbiana y
prevalencia de los principales patbgenos presentes en el biofilm subgingival de

pacientes con periodontitis crénica de Santo Domingo.

Se observd que el patbgeno mas prevalente en estos pacientes es P.
intermedia (93%). A su vez, los patdgenos pertenecientes al complejo rojo, P.
gingivalis y T. forsythia, también se detectaron frecuentemente, con una

prevalencia del 86 y 93% respectivamente.

A la hora de comparar los resultados obtenidos en este estudio, es
importante recalcar que son pocos los estudios que se han realizado analizando
la composicién microbiana subgingival en pacientes latinoamericanos (Lopez
2004; Gajardo y cols. 2005; Ximenez-Fyvie y cols. 2006, Botero y cols. 2007,
Lafaurie y cols. 2007, Herrera y cols. 2008) y aun menos estudios que evallan
la microbiota subgingival de pacientes dominicanos (Slots y cols. 1991; Collins y
cols. 2016). Debido a esto, el estudio de la microbiota subgingival en
determinados paises es relevante no solo para entender las implicaciones en la
patogénesis de la periodontitis sino también para identificar su posible influencia

en el resultado del tratamiento.

Por otro lado, es dificil realizar comparaciones y asociaciones directas
porque los estudios incluyen poblaciones dispares y diferentes métodos
microbioldgicos para el analisis de las muestras. Por ello, no esta claro si las
diferencias geogréficas son las que causan la variabilidad de prevalencia o si es

una consecuencia de diferencias metodologicas.
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Existe una amplia variedad de métodos para el analisis de la microbiota
subgingival, cada uno con sus ventajas e inconvenientes. Actualmente, se
encuentran en uso el cultivo con medios especificos, técnicas de hibridacién de
ADN como es la hibridacion en tablero de ajedrez, deteccion mediante
inmunofluorescencia con anticuerpos especificos o con hibridacion in situ (FISH),
mediante PCR o mediante secuenciacion de genes 16S rRNA. Los métodos
varian en cuanto a su aplicabilidad y niveles de deteccién, aunque desde un
punto de vista clinico unicamente aquellos patdbgenos que exceden un cierto

nivel de deteccién pueden inducir la enfermedad.

La técnica de cultivo microbiol6gico con medios especificos sigue siendo
a dia de hoy el “gold standard” para el analisis de la microbiota subgingival. En
el presente estudio se utiliz6 el medio Dentaid-1 (Alsina y cols. 2001) para la
deteccion de A. actinomycetemcomitans y placas de agar sangre no selectivo
(Blood Agar Base 1I®, Oxoid, Basingstoke, Inglaterra), suplementado con hemina
(5 mg/L), menadiona (1 mg/L) y 5% de sangre de caballo estéril. Esto permite
realizar un andlisis mas especifico de la microbiota subgingival comparado con
el unico estudio previo que existe, con técnica de cultivo, acerca de la
microbiologia de pacientes dominicanos (Slots y cols. 1991) en el que se emple6

unicamente agar sangre no selectivo para el cultivo de las bacterias.

Ademas, es fundamental tener en consideracion la técnica de toma de
muestras. La razén por la que, en el presente estudio, se toman las muestras de
las cuatro localizaciones mas profundas de cada cuadrante estd basada en
evidencia de diferentes estudios, que demuestran que esta estrategia de
muestreo aumenta las posibilidades de detectar los principales patbgenos
periodontales (Mombelli y cols. 1991; Wikstrém y cols. 1991). En cambio, Slots

y cols. seleccionan unicamente 3 localizaciones en cada paciente para la toma
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de muestras, por lo que la variedad de bacterias detectables disminuye

considerablemente.

Por otro lado, cabe remarcar que la toma de muestras mediante puntas
de papel permite identificar mas cantidad de patdégenos que, por ejemplo,
muestreo mediante curetas (Sanz y cols. 2000). Otro método son las muestras
de saliva, las cuales son mas faciles de recolectar y, en teoria, los niveles de
patdgenos periodontales en saliva podrian ser usados para detectar la presencia
de periodontitis (Saygun y cols. 2011). No obstante, el nivel de un patégeno en
saliva puede no corresponderse con el nivel subgingival de un determinado
paciente, por lo que no siempre permitiria determinar de forma correcta la

presencia o ausencia de enfermedad.

Las bacterias pertenecientes al complejo rojo, P. gingivalis, T. forsythia y
T. denticola, juegan un papel importante en la patogénesis de la periodontitis
(Haffajee y cols. 1998, Sanz y cols. 2000, Gajardo y cols. 2005). En el presente
estudio, tanto P. gingivalis como T. forsythia fueron detectados con elevada

prevalencia en la mayoria de los pacientes.

En el caso de P. gingivalis, se determind una prevalencia del 86%, la cual
es considerablemente mas alta que la descrita en la literatura (27-51%) (Ali y
cols. 1994; Dahlen y cols. 1995; Slots y cols. 1986; Van der Weijden y cols. 1994;
Kornman y cols. 1991). Es también mas alta que la descrita por Slots y cols., que
observaron un 37% de prevalencia de esta bacteria. No obstante, una
prevalencia aun mayor que la del presente estudio fue observada por Collins y
cols. en pacientes con periodontitis crdnica, alcanzando el 93,3%, similar a otros
estudios realizados en Colombia (Botero y cols. 2007), Chile (Gajardo y cols.

2005) y Espana (Herrera y cols. 2008). Esta evidencia muestra que la
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prevalencia de P. gingivalis presenta una importante variabilidad, pero sin un

patron geogréafico claro.

T. forsythia en el presente estudio, se encontrd una prevalencia del 68%.
Esta prevalencia es menor respecto a los datos de Collins y cols., 2016 en cuyo
estudio fue la bacteria mas frecuentemente detectada (96,7%). No obstante, la
prevalencia de esta bacteria en el presente estudio es mayor que la descrita en
otros paises latinoamericanos como Chile (16,2%) y Colombia (39%) (Herrera y
cols. 2008). Difiere también de la prevalencia observada en algunos paises
europeos como Reino Unido (Ledder y cols. 2007) y Espafia (Herrera y cols.
2008). No obstante, una prevalencia similar es descrita en los Paises Bajos
(73,3%) (Sanz y cols. 2000). Es probable que, en el estudio de Collins y cols., el
uso de PCR permiti6é observar esta especie bacteriana con mayor frecuencia que

en el presente estudio.

En el presente estudio, la prevalencia de A. actinomycetemcomitans es
del 11%, algo menor que el rango de prevalencia descrito en la literatura (entre
20 y 40%) aunque prevalencias mas altas y mas bajas también han sido
establecidas (Ali y cols. 1994; Ali y cols. 1996; Van der Weijden y cols. 1994). Si
se compara especificamente con los datos disponibles acerca de pacientes
dominicanos, la prevalencia es menor que en el estudio realizado por Collins y
cols. en el cual se encuentra una prevalencia del 33,3% de A.
actinomycetemcomitans en el grupo de pacientes con periodontitis crdnica y un
24,7% de prevalencia en toda la poblacion estudiada (Collins y cols. 2016). En
este caso, las discrepancias pueden ser debidas a diferencias metodologicas
pues la técnica de analisis de las muestras es distinta, en el presente estudio

cultivo con medios especificos mientras que Collins y cols. emplearon PCR.
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P. intermedia es el patbgeno mas prevalente en el presente estudio
(93%), lo cual representa una prevalencia mayor que la anteriormente descrita
en pacientes dominicanos por Slots y cols. (75%) y Collins y cols. (53,3%). Los
resultados obtenidos son comparables también con otros datos de la literatura,
donde se describe una prevalencia del 75-100% de esta bacteria (Mc Nab y cols.
1992; Preus y cols. 1995). No obstante, también en el caso de este patdgeno
existe una importante variabilidad que no sigue estrictamente un patrén
geografico, como se puede observar comparando la prevalencia del presente
estudio con los datos descritos para Chile (19,4%), Colombia (72,5%) y Espana

(97,2%) (Herrera y cols. 2008).

F. nucleatum se encontrd con una prevalencia del 68% en el presente
estudio, una prevalencia algo mas baja respecto a los datos disponibles de
Republica Dominicana: 80% (Collins y cols. 2016) y 100% (Slots y cols. 1991).
En general se describe en la literatura una prevalencia de entre 80 y 100% que
se corresponde también con datos mas recientes de otros paises
latinoamericanos, siendo la prevalencia en Chile (63,9%) (Herrera y cols. 2008)

la mas parecida a la obtenida en pacientes dominicanos en el presente estudio.

Otra de las bacterias analizadas, C. rectus, se detectdé con una
prevalencia del 11%, dato que dista mucho de algunas prevalencias descritas
anteriormente (70-100. No obstante, prevalencias comparables se han descrito
en Estados Unidos (Korman y cols. 1991) vy, particularmente, en Republica
Dominicana, el unico dato acerca de la prevalencia de este microorganismo es
algo mas elevado que lo observado en este estudio (33%) (Slots y cols. 1991).
Las razones para estas discrepancias y la importancia relativa de esta especia

bacteriana en la etiologia de la periodontitis estdn aun por determinar.
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P. micra se detectd con una prevalencia del 25%. La mas parecida fue
encontrada en Chile (29,7%), mientras que en Republica Dominicana Slots y
cols. reportan una prevalencia del 87% de esta bacteria y Collins y cols. incluso
un 90% de prevalencia. (Herrera y cols. 2008; Collins y cols. 2016; Slots y cols.
1991). El porcentaje de P. micra parece poder estar relacionado con el habito
tabaquico (Sanz y cols. 2000), no obstante, en el presente estudio no se dispone

de este dato por lo que no es posible hacer una comparacion.

E. corrodens, en la poblacion estudiada se detectdé con una prevalencia
del 29%. Este dato difiere de lo observado anteriormente en Republica
Dominicana donde la prevalencia fue de 90% (Collins y cols. 2016), y se asemeja
mas a los datos obtenidos de paises como Chile (34,3%), Colombia (27,5%),
Estados Unidos (10%) e incluso Espana (11,1%) (Herrera y cols. 2008, Kornman

y cols. 1991).

Finalmente, Capnocytophaga spp. presentd una prevalencia de 11%, mas
que el <2,5% detectado en pacientes dominicanos por Slot y cols. Este dato del
presente estudio esta en concordancia con otros paises de América Latina como
Chile (12,5%) y Colombia (9.8%) y también con prevalencias observadas en

Espana (16,7%) (Herrera y cols. 2008).

No se encontraron microrganismos tales como bacilos entéricos,
estafilococos, y otras bacterias sobreinfectantes. Estos organismos no se
encuentran habitualmente en la microflora subgingival salvo en poblaciones
especificas con patologias del sistema inmune. No obstante, se han descrito en
poblaciones de Sudan (Ali y cols. 1994) y Rumania (Ali y cols. 1996) v,
llamativamente, también en Republica Dominicana, con una prevalencia de mas
del 60% (Slots y cols. 1991). Esta diferencia respecto a los datos del presente

estudio puede ser debido a que, en en pasado, en Santo Domingo el agua
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contaminada y la higiene inadecuada actuaban como fuentes de infeccion con

bacterias entéricas.

Respecto a la gran variabilidad observada en todos los estudios, y la
ausencia de un patrdn geogréafico claro en cuanto a la prevalencia de los
principales patdgenos periodontales, ademas de posibles asociaciones con la
genética del paciente, un factor importante como posible explicacion para estas
discrepancias es, como se ha mencionado anteriormente, la diferencia que

existe en cuanto a la prescripcidén de antibi6ticos en los distintos paises.

En Republica Dominicana no hay una clara restricciéon de la venta de
antibi6ticos y en la industria ganadera se utilizan estos medicamentos como
promotores del crecimiento avicola (Silbergeld y cols. 2008). Esto puede resultar
en la aparicioén de cepas bacterianas multirresistentes. Collins y cols. detectaron
una gran variedad de genes resistentes a la tetraciclina, con mayor prevalencia
comparado con otras poblaciones de Europa y Estados Unidos (Collins y cols.

2016).

En cuanto a los datos clinicos obtenidos, podemos observar que los
valores de sangrado al sondaje e indice de placa son relativamente altos, pero
los datos que obtenemos referentes a profundidad de sondaje global muestran
valores mas bien compatibles con salud periodontal. Cabe resaltar que la
profundidad de sondaje global es baja (2,63mm), en parte debido a que se trata

de valores medios.

7.1. Limitaciones

Entre las limitaciones del presente estudio, cabe resaltar que solo un

namero limitado de pacientes con periodontitis cronica de Santo Domingo fueron
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incluidos en el presente estudio y, debido a esto, los sujetos seleccionados
podrian no ser representativos de toda la poblacibn de pacientes con
periodontitis de la ciudad de Santo Domingo. Ademas, variables tales como la
severidad de la enfermedad y el habito tabaquico pueden influir en los resultados
microbioldgicos, pues ambos factores han demostrado modificar la microbiota

subgingival, pero el impacto en la poblacién actual no ha podido ser evaluado.

Por otro lado, no se estudiaron variables tales como el estatus
socioeconOmico y el nivel de educacién, estas condiciones ambientales unidas
a diferencias en los perfiles genéticos también pueden influir en la severidad de

la periodontitis y su presentacion clinica (Gjermo y cols. 2002; Loos y cols. 2005).

A su vez, es importante resaltar que no existe un grupo control en este
estudio. Es decir, no se incluyeron pacientes sanos o con gingivitis que
permitieran establecer una comparacion de los perfiles microbiol6gicos

evaluados.

Por otro lado, la definicidbn de periodontitis en el presente estudio solo
tiene en cuenta la profundidad de sondaje, y no la pérdida de insercion. La
mayoria de definiciones usadas actualmente incluyen ambas variables, como por
ejemplo la Asociacibn Americana de Periodoncia (Page & Eke 2007), que
establece la definicion de periodontitis moderada en presencia de dos o mas
localizaciones interproximales con pérdida de insercidbn mayor o igual de 4mm o
dos o mas localizaciones con profundidad de sondaje igual 0 mayor de 5mm. Por
otro lado, en el 5° Workshop Europeo de periodoncia (Tonetty & Claffey 2005),
se establecié una definicibn de periodontitis que consideraba una pérdida de
insercion clinica mayor o igual de 5mm en al menos el 30% de los dientes

presentes.
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Una importante fuente de posibles errores, que ademas se repite para
todos los métodos de analisis, es el problema de la obtencién de una muestra
representativa del biofilm. Existen diferentes técnicas de toma de muestras, pero
ninguna de ellas asegura una toma representativa, especialmente cuando
queremos recolectarla de bolsas periodontales muy profundas (Casas y cols.

2007).

Finalmente, el éxito del analisis de la microbiota mediante cultivo depende
en gran medida de la calidad del transporte de la muestra desde el paciente
hasta el laboratorio. Y aunque en el presente estudio la toma de muestras siguid
un abordaje estandarizado (Casas y cols. 2007), y se usaron medios especificos
de transporte y plaqueo siguiendo los estandares actuales, existe un riesgo de

error al tener que transportar la muestra desde Santo Domingo hasta Madrid.

7.2. Lineas futuras de investigacion

Actualmente, los avances tecnolégicos en el campo de la microbiologia
permiten estudiar las bacterias a un nivel mas complejo, analizando con
precision las interacciones entre ellas y con el hospedador. Por ello, seria de
interés no solo determinar qué microorganismos se encuentran presentes sino
evaluar cdmo interactuan en el biofilm subgingival (Diaz et al 2016).

Para poder definir las variaciones entre comunidades de microorganismos
se deberian disefiar estudios con mayor numero de pacientes, tanto sanos como
enfermos y para que los resultados obtenidos en estudios que, como en el
presente, analizan la composicibn microbiana en pacientes con periodontitis
realmente se traduzcan en estrategias diagnésticas y de tratamiento es
necesario realizar estudios longitudinales e integrar datos acerca de qué tipo de

bacteria se encuentra presente y la interaccion entre ellas (Sanz y cols. 2017).
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Para conseguir este objetivo, se deberan disefiar estudios que incluyan el
analisis avanzado de la del biofilm y la interaccion de las bacterias en él, asi
como el andlisis de la expresion de diferentes genes en situaciones tanto de

simbiosis como de disbiosis. (Sanz y cols. 2017)
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8. CONCLUSION

Considerando las limitaciones del presente estudio, se concluye
que la bacteria mas prevalente en el biofilm subgingival de pacientes
dominicanos con periodontitis cronica fue P. intermedia (93%), seguida de P.
gingivalis (86%), F. nucleatum (68%) y T. forsythia (64%). Estos resultados se
corresponden en lineas generales con lo observado en la literatura, aunque
confirman la variabilidad en cuanto a porcentajes de deteccion de

microorganismos individuales.
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