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- Velar por el correcto uso de las instalaciones y materiales que se le faciliten por
parte de la Universidad Complutense con el objeto de llevar a cabo su actividad
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tutor/es, la coordinacién del master buscara una solucién consensuada que pueda ser
aceptada por las partes en conflicto. En ningun caso el estudiante podra cambiar de Tutor
directamente sin informar a su antiguo Tutor y sin solicitarlo oficialmente a la Coordinacién
del Master.

En el caso de que el conflicto persista se gestionara segun lo previsto en el SGIC de la
memoria verificada.

8. Confidencialidad

El estudiante que desarrolla un TFM dentro de un Grupo de Investigacion de la Universidad
Complutense, o en una investigacion propia del Tutor, que tenga ya una trayectoria
demostrada, o utilizando datos de una empresa/organismo o entidad ajenos a la Universidad
Complutense de Madrid, se compromete a mantener en secreto todos los datos e
informaciones de caracter confidencial que el Tutor/es del TFM o de cualquier otro miembro
del equipo investigador en que esté integrado le proporcionen asi como a emplear la
informacion obtenida, exclusivamente, en la realizacion de su TFM.

Asimismo, el estudiante no revelara ni transferira a terceros, ni siquiera en los casos de
cambio en la tutela del TFM, informacién del trabajo, ni materiales producto de la
investigacion, propia o del grupo, en que haya participado sin haber obtenido, de forma
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- Cuando el estudiante sea dado de baja en el Master en el que fue admitido.
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- En caso de incumplimiento de alguna de las clausulas previstas en el presente
documento o en la normativa reguladora de los Estudios de Posgrado de la
Universidad Complutense.

La superacién académica por parte del estudiante no supone la pérdida de los derechos y
obligaciones intelectuales que marque la Ley de Propiedad Intelectual para ambas partes,
por lo que mantendra los derechos de propiedad intelectual sobre
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Resumen

Objetivo: Evaluar los efectos del raspado y alisado radicular sobre la frecuencia de
bacteriemia en comparacion con la profilaxis supragingival en pacientes con periodontitis

estadios III o IV y enfermedad cardiovascular establecida.

Material y métodos: Se realiza un ensayo clinico controlado y aleatorizado con disefio
paralelo en una muestra de pacientes procedentes del Hospital Universitario Severo
Ochoa. El grupo test recibi6 raspado y alisado radicular, mientras que el grupo control
recibi6 profilaxis supragingival. Se evalud la frecuencia de bacteriemia antes y durante el
tratamiento, a los 3 y 10 minutos de su inicio, mediante técnicas de cultivo anaerobio
directo (CAD) y reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (QPCR), para la
deteccion de Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter actinomycetemcomitans. La

frecuencia de bacteriemia se compar6 entre ambos grupos mediante test de Chi cuadrado.

Resultados: Se presentan los resultados de una submuestra de 25 pacientes, 14
pertenecientes al grupo control y 11 al grupo test. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los parametros basales demograficos, clinicos o
microbiologicos periodontales entre los grupos. El empleo de CAD no logrd detectar
bacteriemia en ninguno de los grupos. La frecuencia basal de P. gingivalis, medida
mediante qPCR, fue de 7,10% en el grupo control y 27,30% en el grupo test (p = 0,288).
La prevalencia basal de 4. actinomycetemcomitans fue de 0% en el grupo control y 9,10%
en el grupo test (p = 0,440). A los 10 minutos de tratamiento, P. gingivalis se encontr6 en
0% del grupo control y 27,30% del grupo test (p = 0,072); mientras que A.

actinomycetemcomitans solo se encontr6 en 9,10% del grupo test (p = 0,440).

Conclusion: En este grupo de pacientes, el raspado y alisado radicular no aumenta de
manera significativa la frecuencia de bacteriemia en pacientes con periodontitis estadio

Iy IV y enfermedad cardiovascular establecida.



1. Introduccion

1.1. Periodontitis

Las enfermedades periodontales comprenden un grupo de enfermedades cronicas
inflamatorias que afectan a los tejidos de soporte de los dientes, que pueden resultar en

pérdida dentaria y contribuir a la inflamacion sistémica (Kinane et al., 2017).

Segun el Workshop Mundial para la Clasificacion de Enfermedades y
Condiciones Periodontales y Peri-implantarias de 2017, se define la periodontitis como
una enfermedad inflamatoria cronica de etiologia multifactorial, que se asocia a la
disbiosis de la microbiota oral y se caracteriza por una destruccidon progresiva del
periodonto, siendo su consecuencia final la pérdida dentaria (Papapanou et al., 2018). Se
clasifica mediante un sistema de estadios y grados: los estadios (estadio I-IV) indican la
gravedad de la enfermedad y la complejidad del tratamiento, mientras que los grados
(grado A-C) permiten establecer el riesgo de progresion de la enfermedad (Papapanou et
al., 2018). La extension indica el porcentaje de dientes afectados con el estadio que
caracteriza al paciente (generalizado, localizado o patrén incisivo-molar) (Sanz et al.,

2020c).

En cuanto a su prevalencia, a pesar de las dificultades para realizar comparaciones
debido a la heterogeneidad metodoldgica y en la definicion de caso empleada en los
estudios disponibles, en el Global Burden of Disease 2017 Study, se estimd una
prevalencia global de 9,8% para periodontitis severa (Bernabe et al., 2020). A nivel
nacional, Carasol y colaboradores reportaron en 2016 una prevalencia en Espafia de

38,4% entre la poblacion trabajadora (Carasol et al., 2016).
1.1.1. Etiopatogenia de la periodontitis

La periodontitis se produce como resultado de una disbiosis, entendida como una
alteracion en la composicion de la comunidad microbiana asociada a salud, generando
una disrupcion de las interacciones beneficiosas con el hospedador y resultando
perjudicial para su salud (Sanz et al., 2017). Esta disbiosis puede desencadenarse a causa
de alteraciones en la inmunidad local, un aumento en la disponibilidad de nutrientes y

representa la diversidad de microambientes presentes en la bolsa periodontal.



En el aspecto microbiologico, la etiologia de la periodontitis comenzd
entendiéndose como el resultado de diferencias cuantitativas en el biofilm dental, esta
hipétesis seria conocida como “hipotesis de la placa inespecifica” (Theilade, 1986). El
desarrollo de técnicas de deteccion e identificacion microbioldégicas mas avanzadas
permitid la caracterizacion de nuevos microorganismos orales y su estudio en complejos
asociados a la enfermedad, de esta manera, especies como Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia, Treponema denticola y Aggregatibacter actinomycetemcomitans
entre otras, fueron identificadas como patégenos periodontales (Socransky et al., 2002).
Sin embargo, estos microorganismos se encuentran también en individuos sanos y, en los
ultimos afios, nuevas especies han sido asociadas a la enfermedad. Los conocimientos
actuales sobre la microbiologia de la periodontitis contemplan la posibilidad de que
especies como P. gingivalis sean “especies clave” para la alteracion de la homeostasis
microbiana (Hajishengallis and Lamont, 2012). Estas especies, a pesar de encontrarse en
baja abundancia en la bolsa periodontal, pueden desencadenar una enfermedad
inflamatoria alterando la microbiota oral comensal a un estado disbidtico (Hajishengallis
et al., 2012). Porphyromonas gingivalis es capaz de alterar la inmunidad innata
favoreciendo el crecimiento y desarrollo del biofilm y generando cambios destructivos en
la interaccion microorganismo-hospedador (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de sinergia polimicrobiana y disbidtica en la etiologia de las enfermedades peridoontales. Adaptado de (Lamont

and Hajishengallis, 2015)

Sin embargo, la presencia de estas bacterias es necesaria, pero no suficiente para



el desarrollo de la enfermedad. La respuesta del huésped a la agresion bacteriana tiene
una finalidad protectora y consiste en la secrecion de mediadores proinflamatorios, como
citoquinas (interleuquina [IL]-1, IL-6, IL-8, factor de necrosis tumoral alfa [TNF-a],
prostaglandina E» [PGE:] y metaloproteinasas de la matriz [MMP]), que seran las

principales responsables de la destruccion tisular (Cekici et al., 2014; Kornman, 2008).

La respuesta inmunitaria e inflamatoria comenzard entre 2 y 4 dias tras el
comienzo de la acumulacion de biofilm dental. La lesion estard inicialmente caracterizada
por la presencia de neutréfilos polimorfonucleares (PMN) y linfocitos T y a medida que
avance la lesion y se mantenga el desafio bacteriano, la lesion pasard a ser dominada por
linfocitos B y células plasmaticas. Las interacciones entre estas estirpes celulares daran
lugar a la produccion y secrecion de mediadores proinflamatorios y anticuerpos y a la
fagocitosis de las bacterias y productos bacterianos invasores. Ademas, la respuesta
inflamatoria puede verse modificada por diversos factores genéticos (polimorfismos de
un solo nucledtido [SNP] o enfermedades hereditarias) y ambientales (tabaquismo,

enfermedades adquiridas, etc.) (Cekici et al., 2014; Kornman, 2008).
1.1.2. Tratamiento de la periodontitis

El tratamiento de la periodontitis tiene como objetivo la prevencion de la
progresion de la enfermedad, la minimizacion de los sintomas, la posibilidad de restaurar
los tejidos perdidos y el mantenimiento de la salud periodontal (Graziani et al., 2017).
Para ello, se emplea la combinacion de diferentes técnicas terapéuticas como:
instrucciones de higiene oral, instrumentacion mecénica, farmacoterapia local o sistémica
y diversos tipos de cirugia. Con ello, se consigue la eliminacion del biofilm subgingival

y el restablecimiento de un entorno y microflora compatibles con salud periodontal.

Parametros como el nivel de insercion clinica (NIC), la profundidad de bolsa al
sondaje (PS) y el sangrado al sondaje (SS), se emplean frecuentemente para valorar el

estado periodontal, asi como la respuesta al tratamiento (Papapanou et al., 2018).

Sanz y colaboradores, en 2020, establecen una guia clinica para el tratamiento de

la periodontitis estadio I a III, dividiendo el proceso en cuatro fases (Sanz et al., 2020b)

1. Fase de modificacion del comportamiento del paciente, con el objetivo de

conseguir un adecuado control del biofilm supragingival y controlar los factores



de riesgo individuales. Esta fase incluye: control del biofilm dental supragingival
(por el paciente), intervenciones para mejorar la efectividad en la higiene oral
(instrucciones de higiene oral, motivacion), terapias coadyuvantes,
instrumentacion profesional supragingival y control de factores de riesgo, como
cese del habito tabaquico, control metabdlico en paciente diabéticos, etc.

2. Fase basica o causal del tratamiento periodontal, dirigida hacia el control del
biofilm subgingival y la eliminacion de los depdsitos de céalculo mediante
instrumentacion subgingival y el empleo de agentes coadyuvantes sistémicos o
locales. Tras esta fase, la respuesta al tratamiento es reevaluada, valorando la
consecucion del objetivo final del tratamiento o cierre de la bolsa periodontal (PS
<4mm y SS negativo). Si el tratamiento es exitoso, el paciente es incluido en un
programa de mantenimiento periodontal; en caso contrario, se procede a la
siguiente fase del tratamiento.

3. Tratamiento de localizaciones que no responden al tratamiento bdsico, con el
objetivo de obtener acceso quirtrgico a la instrumentacién subgingival o a la
regeneracion o reseccion de aquellas lesiones que afectan a la complejidad de la
enfermedad (defectos intradseos y lesiones de furca). Una vez finalizada, la
respuesta al tratamiento es reevaluada nuevamente.

4. Fase de mantenimiento periodontal, dirigida a conservar la estabilidad
periodontal obtenida mediante la combinacion de las fases anteriores. Esta fase
del tratamiento debe ser realizada en intervalos regulares en funcion del riesgo de

progresion individual de cada paciente.
1.1.3 Periodontitis y bacteriemia

La bacteriemia se define como la presencia transitoria o continua de bacterias
viables en sangre (Carmona et al., 2002), y ocurre tras la manipulacién de los tejidos
periodontales, ya sea durante el tratamiento periodontal o durante actividades cotidianas
como la masticacion o la higiene oral (Schenkein et al., 2020a). En pacientes con
periodontitis, la ulceracion del epitelio de la bolsa periodontal, facilita el contacto entre
el biofilm subgingival y el tejido conectivo, permitiendo la invasion y diseminacion
sistémica de diversas especies periodontopatégenas (Bourgeois et al., 2019; Schenkein et
al., 2020a). Tomas y colaboradores, concluyeron en un meta-andlisis que el estado
periodontal del paciente y la acumulacion de biofilm dental presentan una asociacion

positiva significativa con la prevalencia de bacteriemia tras el cepillado dental (Tomas et



al., 2012).

1.1.3.1. Prevalencia

La prevalencia de bacteriemia tras diferentes procedimientos en la cavidad oral es
muy variable entre estudios y depende en gran medida del método de identificacion
microbioldgica empleado, el momento en el que se toma la muestra, el estado periodontal
del paciente y el procedimiento realizado (Schenkein et al., 2020a). La tabla 1 resume la
prevalencia de bacteriemia obtenida en diversos estudios tras la realizacion de diferentes

intervenciones.

Prevalencia de bacteriemia tras distintas intervenciones

Intervencion Prevalencia Autores
Cepillado dental 5% —13% (Forner et al., 2006; Kinane et al., 2005)
Cepillado interproximal 6,6% (Ambrosio et al., 2019)
Hilo interdental 30% - 40% (Crasta et al., 2009; Zhang et al., 2013)

(Castillo et al., 2011a; Daly et al., 1997,
2001; Kinane et al., 2005)
(Beutler et al., 2019; Forner et al., 2006;
Raspado y alisado radicular 13% - 80,9% Kinane et al., 2005; Lafaurie et al., 2007;
Waghmare et al., 2013; Zhang et al., 2013)

Tabla 1. Estudios sobre prevalencia de bacteriemia tras distintos procedimientos.

Sondaje periodontal 16% — 54,8%

En 2014, Horliana y colaboradores, realizan una revision sistematica recopilando
estudios observacionales que estudiaban la presencia de bacterias en muestras de sangre
tomadas antes, durante y después de procedimientos periodontales en pacientes con
periodontitis. A pesar de la heterogeneidad metodologica de los estudios incluidos, 106
de 219 (49,4%) pacientes, presentaron bacterias en sangre tras la intervencion (Horliana

et al., 2014).

1.1.3.2. Técnicas microbioldgicas en bacteriemias

En muestras de sangre, se emplean diversas técnicas microbiologicas para la
deteccion de bacterias orales: cultivo anaerobio directo (CAD), técnicas de hemocultivo
mediante sistemas automaticos (como BACTEC®), hemocultivo por lisis-centrifugacion
o técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (QPCR).

Las tres primeras son técnicas de cultivo estandar que presentan limitaciones como la



necesidad de obtener bacterias viables, cultivo en condiciones favorables para las

bacterias de estudio, necesidad de realizar observaciones morfoldgicas y test bioquimicos

para la identificacion y mayor tiempo de procesamiento. Las técnicas moleculares

permiten superar estas limitaciones y presentan una mayor especificidad y sensibilidad

en comparacion con las técnicas de cultivo, sin embargo, suponen un mayor coste

econdmico y requieren una curva de aprendizaje mayor (Marin et al., 2016).

Cultivo anaerobio directo: Consiste en el cultivo de las muestras en atmoésfera
anaerdbica y en medios de cultivo selectivos y no selectivos. Es considerado el
método de referencia o gold standard para determinar la utilidad de nuevas
técnicas microbiologicas (Sanz et al., 2004).

Hemocultivo mediante sistemas automdaticos (BACTEC®): Se basan en la
deteccion de la produccion de CO; por los microorganismos de la muestra a
través de sistemas informatizados, de manera que indican la presencia/ausencia
(técnica cualitativa) de microorganismos en la muestra (Loza et al., 2003).
Hemocultivo por lisis-centrifugacion: consiste en la inoculacion de la muestra de
sangre en tubos que contienen saponina y agentes anticoagulantes, resultando en
la lisis de las células sanguineas. Posteriormente se separan los microorganismos
de los elementos sanguineos mediante centrifugado y se cultiva en distintos
medios (Loza et al., 2003).

gqPCR: las técnicas de PCR permiten la obtencion de grandes cantidades de ADN
mediante ciclos de amplificacion y el empleo de ADN polimerasa (Taq
polimerasa), secuencias de oligonucleotidos (primer) y desoxirribonucledtidos
trifosfato (ANTP). La PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR) permite cuantificar
los fragmentos de ADN mediante el uso de controles especificos (medicion en

fase exponencial del ciclo de amplificacion) (Sanz et al., 2004).

Con el fin de determinar una herramienta diagndstica valida para la deteccion de

bacteriemias de origen periodontal, Marin y colaboradores, realizan en 2017, un estudio

in vitro comparando las técnicas mencionadas. Los resultados del estudio mostraron que

CAD y gPCR presentaban los mejores resultados en la identificacion y cuantificacion de

A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y Streptococcus oralis en estudios de

bacteriemia; y el hemocultivo, los peores resultados (Marin et al., 2017).



1.2. Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son un grupo de trastornos que afectan al
corazén y los vasos sanguineos, y que incluyen: hipertension arterial, cardiopatia
coronaria, enfermedad cerebrovascular, enfermedad vascular periférica, insuficiencia

cardiaca, cardiopatia reumatica, cardiopatia congénita y miocardiopatias (WHO, 2017).

Entre los factores de riesgo asociados a las enfermedades cardiovasculares,
destacan la hipercolesterolemia, tabaquismo, hipertension, hiperglicemia, obesidad o
resistencia a la insulina. La prevencién primaria consiste en la deteccion precoz y
modificacion de los factores de riesgo asociados a héabitos de vida, con el objetivo de

ralentizar la progresion de la enfermedad (Hinton et al., 2018; Laslett et al., 2012).

En cuanto a su prevalencia, las enfermedades cardiovasculares suponen al menos
la mitad de las enfermedades no transmisibles, encontrandose como la primera causa de
muerte a nivel mundial y acumulando 17,9 millones de muertes anuales (Roth et al.,

2017).
1.2.1. Etiopatogenia de las enfermedades cardiovasculares

La arteriosclerosis, uno de los principales eventos en la fisiopatologia de las
enfermedades cardiovasculares, involucra las respuestas de la inmunidad innata y
adaptativa, que generan una respuesta inflamatoria en la lesion ateromatosa (Libby et al.,
2009). La inflamacion tendra un papel fundamental desde el inicio de la enfermedad hasta

su desenlace en complicaciones tromboticas.

Los factores de riesgo mencionados pueden dar lugar a una lesion endotelial
cronica que conlleva disfuncién endotelial (aumento de la permeabilidad y adhesion
leucocitaria) y la migracion y adhesion de monocitos sanguineos (Rafieian-Kopaei et al.,
2014). Estos procesos promueven la expresion de moléculas de adhesion (como
moléculas de adhesion vasculares, VCAM-1) por las células endoteliales que, en estado
de salud, resisten la adhesion leucocitaria. La expresion de estas moléculas se produce
por una acumulacién de particulas de lipoproteinas en la capa intima, activacion del factor
nuclear kB, y por mediadores proinflamatorios, como IL-18 y TNF-a, secretados por
células musculares lisas y células endoteliales adyacentes a la lesion vascular (Libby,

2006; Rafieian-Kopaei et al., 2014).



La formacién de la placa de ateroma se produce por adhesion de monocitos y
linfocitos T que penetran el revestimiento endotelial hacia la capa intima. Una vez ahi,
los monocitos maduran y se transforman en macréfagos y comienzan a captar moléculas
de LDL oxidado (oxLDL) a través de receptores “scavenger”, dando lugar a la formacion
de células espumosas (Libby, 2006; Zmystowski and Szterk, 2017). Estas células, tras su
apoptosis, forman el ntcleo o centro lipidico de la placa de ateroma madura, que sera

encapsulada por una capa fibrosa formada por células musculares lisas (Geovanini and
Libby, 2018)(Figuras 2 y 3).
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oxidado
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Figura 2. Papel de los monocitos en la aterogénesis. Adaptado de Libby y colaboradores, 2002.

Ateroma fibrolipidico

Restos
lipidicos

Linfocito Colageno

Figura 3. Esquema general de la placa de ateroma madura, caracterizado por proliferacion de células musculares lisas, deposicion de

colageno, matriz y lipidos extracelulares. Adaptado de Rafieian-Kopaei y colaboradores, 2014.



Las células espumosas secretan citoquinas locales y especies reactivas de oxigeno
(ROS), entre ellas se encuentran las MMPs, que facilitan la ruptura de la placa por
degradacion de la matriz extracelular. Finalmente, la ruptura de la placa conlleva la
liberacion de potentes factores de coagulacion, dando lugar a complicaciones tromboticas

(Geovanini and Libby, 2018).
1.2.2. Tratamiento de las enfermedades cardiovasculares

El tratamiento de las enfermedades cardiovasculares se divide en: control de los
factores de riesgo, terapia farmacologica y alternativas quirurgicas; empleadas de manera

individual o combinada.

El control de los factores de riesgo ya mencionados tiene como objetivo reducir
el estimulo inflamatorio, medido a través de la presencia de mediadores inflamatorios en

sangre, como proteina C reactiva (CRP) o TNF-a.

La terapia farmacologica se divide en (Orlandi et al., 2020; Riccioni and

Sblendorio, 2012):

o Terapia antiplaquetaria (ej.: aspirina): reduciendo la formacion de trombos y la
inflamacion vascular.

o Terapia anticoagulante (ej.: warfarina): inhibicion de diferentes rutas en la
cascada de coagulacion mediante el empleo de antagonistas de la vitamina K,
inhibidores de la trombina o inhibidores del factor Xa.

o Terapia antihipertensiva (ej.: betabloqueantes): inhibicion de la angiotensina II,
que actia como citoquina proinflamatoria y aumenta los niveles de ROS.

o Terapias de regresion de la placa de ateroma o reductoras de los niveles de
lipidos: destacan las estatinas, inhibidores de fosfodiesterasas y tiazolidenionas,
farmacos dirigidos a la disminucion de los niveles de colesterol y triglicéridos en
sangre y con actividad antiinflamatoria (Geovanini and Libby, 2018; Kalanuria et

al., 2012).

También se han propuesto alternativas quirurgicas en estados avanzados de la

enfermedad, aunque no eliminan el factor causal de la enfermedad (Libby, 2006):

e Bypass coronario: implica la revascularizacion mediante la conexion de otras



arterias al sector coronario mas alla de la obstruccion.

e Angioplastia o stents coronarios: expansion de la arteria mediante el uso de
catéteres y colocacion de un stent para mantener la circulacion.

e FEndarterectomia: eliminacion quirurgica de los depositos fibrolipidicos en la

arteria.

1.3. Asociacion entre periodontitis y enfermedades cardiovasculares

La prevalencia de las enfermedades cardiovasculares no puede ser explicada por
completo por los factores de riesgo convencionales, por lo tanto, las infecciones, tanto
agudas como cronicas, han sido propuestas como potencial causa de arterioesclerosis
(Herrera et al., 2020). Entre estas infecciones, la periodontitis, por su prevalencia, podria

ser la mas comun.

La medicina periodontal es una disciplina que estudia el impacto de la inflamacion
o infeccién periodontal sobre la salud extraoral (Offenbacher, 1996), indicando una
relacion bidireccional en la cual la periodontitis puede influir sobre la salud sistémica de
un individuo y diferentes enfermedades sistémicas afectar a la salud periodontal

(Williams and Offenbacher, 2000).
1.3.1. Plausibilidad biologica

Las enfermedades cardiovasculares comparten factores de riesgo con las
enfermedades periodontales y se caracterizan por un importante componente inflamatorio
(Sanz et al., 2020a). En base a ello, se han propuesto diferentes vias por las que se

establece una relacion entre ambas enfermedades (Friedewald et al., 2009; Li et al., 2000).

e Bacteriemia. La periodontitis es una enfermedad con base infecciosa de origen
bacteriano en la que participan multiples organismos con capacidad de invasion
celular, como P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans. Estos patdgenos y sus
productos pueden participar en el proceso de disfuncion endotelial de manera
directa, estableciendo asi una conexion entre las enfermedades periodontales y
las enfermedades cardiovasculares (Tonetti et al., 2007). Un ejemplo claro de
capacidad de invasion y diseminacion sistémica lo encontramos en P. gingivalis.
Aunque no se ha demostrado hasta el momento una relacion de causalidad directa

con el desarrollo de placas de ateroma, multiples estudios reportan la capacidad

10



de estas bacterias para modular el entorno e invadir células epiteliales gingivales
y células endoteliales tanto in vitro como in vivo (Velsko et al., 2014a). También
en estudios con ratas ApoE, se ha demostrado que la monoinfeccién con P.
gingivalis resulta en mayor formacion de palcas de ateroma (Hayashi et al.,
2011).

Toxinas bacterianas. Los productos bacterianos, como endotoxinas

(lipopolisacaridos) o exotoxinas (enzimas citoliticas), también pueden
diseminarse a través del torrente sanguineo, alcanzando zonas distantes y
produciendo toxicidad (Li et al., 2000). Porphyromonas gingivalis, mediante
interaccion de distintos patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs)
con receptores tipo Tol/l-2 (TLR-2), estimula la produccién de citoquinas y
quimioquinas, induciendo la expresiéon de moléculas de adhesion intercelular
(ICAM-1), VCAM-1 y selectina p, con un papel clave en la induccion de
disfuncién endotelial (Viafara-Garcia et al., 2019).

Inflamacién sistémica. La periodontitis produce una respuesta defensiva por el

organismo, mediante la produccion de mediadores proinflamatorios que inducen
la respuesta inmune. Estos mediadores, como IL-1, IL-6, TNF-a o proteina C
reactiva (CRP), que se producen de forma local como respuesta ante la presencia
de biofilm subgingival, pueden alcanzar la circulacion sistémica y desencadenar
una respuesta inmune en otros tejidos (Aarabi et al., 2018; Schenkein et al.,
2020a).

Autoinmunidad. Diversas enfermedades asociadas a procesos autoinmunes se

han asociado con arterioesclerosis y enfermedad cardiovascular acelerada. Entre
los autoanticuerpos involucrados en esta asociacion destacan las proteinas de
choque térmico (HSP), los autoanticuerpos contra proteinas citrulinadas y lipidos
modificados (Aarabi et al., 2018; Schenkein et al., 2020a). La evidencia actual
sugiere que este tipo de anticuerpos podrian ser inducidos por patdgenos

periodontales (Schenkein et al., 2020a).

Durante el Perio & Cardio Workshop realizado en 2019 de manera conjunta entre

European Federation of Periodontology (EFP)y World Health Federation (WHF) (Sanz

et al., 2020a), se propusieron siete evidencias que relacionan el papel las enfermedades

periodontales en la etiologia de las enfermedades cardiovasculares a través de su

componente microbioldgico (Herrera et al., 2020):
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Diseminacion de bacterias periodontales a tejidos vasculares sistémicos.
Presencia de material genético de origen bacteriano en placas de ateroma.
Presencia de bacterias periodontales vivas en placas de ateroma.

Evidencia in vitro de invasion de células endoteliales.

A e

Evidencia de la induccion de arteriosclerosis en modelos animales por bacterias

periodontales.

6. Evidencia in vitro e in vivo de que serotipos con mutaciones no invasivas
producen menor patologia en modelos animales.

7. Bacterias periodontales inoculadas de placas de ateroma humanas pueden

producir arterosclerosis en el modelo animal.

Multiples estudios han demostrado que las bacterias periodontales podrian estar
involucradas en el proceso de formacion de las placas de ateroma tras detectar la presencia

de ADN bacteriano procedente de microorganismos orales en éstas.

Figuero y colaboradores, en 2011, empleando técnicas de PCR anidada, detectan
ADN de origen bacteriano procedente de bacterias periodontales como P. gingivalis
(78,5%), A. actinomycetemcomitans (67%) y T. forsythia (61,9%) en 42 muestras de

placas de ateroma de pacientes sometidos a endarterectomias (Figuero et al., 2011).

Velsko y colaboradores en 2014, en un estudio experimental en ratas ApoE
observan que la infeccion cronica por P. gingivalis, produce una respuesta inmune
especifica (IgG), con un aumento significativo en la reabsorcion 6sea oral e inflamacion
adrtica. Ademas se observo una invasion activa de este patdogeno en el epitelio oral, la

aorta y la placa de ateroma (Velsko et al., 2014b).

En la revision sistematica y metaanalisis de Joshi y colaboradores, se analiza la
frecuencia de deteccion de diversos microorganismos periodontales en las placas de
ateroma de pacientes que han sufrido infarto agudo de miocardio. Entre las bacterias
detectadas, las mas frecuentes fueron P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans (Joshi et

al., 2019).
1.3.2. Evidencia epidemiologica
La asociacion entre las enfermedades periodontales y las enfermedades

cardiovasculares ha sido investigada con anterioridad en estudios transversales, de casos
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y controles y estudios de cohortes y, posteriormente sintetizada en revisiones sistematicas

y metaanalisis.

En el metaanalisis realizado por Paraskevas y colaboradores en 2008, se observo
una diferencia media de 1,56 mg/l en los niveles de CRP entre los pacientes con

periodontitis y pacientes periodontalmente sanos (Paraskevas et al., 2008).

En 2007, Mustapha y colaboradores concluyen que, en pacientes con
enfermedades periodontales con gran exposicion bacteriana a nivel sistémico, existe una
fuerte asociacion con enfermedad coronaria, presentando un odds ratio (OR) 1,75 (CI

95% [1,32 - 2,34], p<0,001) (Mustapha et al., 2007).

Otro analisis similar observd que los pacientes periodontales presentan una
probabilidad 1,14 veces mayor de desarrollar enfermedad coronaria (riesgo relativo [RR]
1,14 CI 95% [1,07 - 1,21], p<0,001), esta probabilidad aumentaba entre los casos y
controles (OR 2,22 CI 95% [1,59 - 3,11], p<0,001) (Bahekar et al., 2007).

Fagundes y colaboradores realizan en 2019 tres metaanalisis valorando la
asociacion entre periodontitis y accidente cerebrovascular isquémico (5 estudios, OR 2,72
[2,00 - 3,71], p<0,00001); y entre periodontitis e infarto agudo de miocardio (7 estudios
de casos y controles, OR 2,31 [1,39 - 3,84], p=0,001) (3 estudios de cohortes, RR 1,81
[1,55 -2,28], p<0,00001) (Fagundes et al., 2019).

Podemos inferir de los resultados obtenidos en estos estudios que existe una
asociacion estadisticamente significativa entre la prevalencia e incidencia de

enfermedades cardiovasculares y las enfermedades periodontales.
1.3.3. Estudios de intervencion

Tonetti y colaboradores realizaron un ensayo clinico comparando tratamiento
periodontal no quirtrgico supra- y subgingival en los niveles de vasodilatacién endotelial
de la arteria braquial en pacientes con periodontitis cronica severa y sistémicamente
sanos. Se observd una asociacion positiva entre la mejora de la salud periodontal y los

parametros cardiovasculares (Tonetti et al., 2007).

En 2015, Hada y colaboradores realizan un ensayo clinico comparando los efectos

de la terapia periodontal no quirtirgica en pacientes con enfermedad coronaria. En los
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resultados tras 6 meses, se observd una reduccion significativa en la presion sistdlica,
LDL y en los niveles de proteina C reactiva de alta sensibilidad (hsCRP) en el grupo
experimental, demostrando los efectos positivos de la terapia periodontal en estos

pacientes (Hada et al., 2015).

Sin embargo, otros estudios, no obtienen resultados positivos. En 2008, se
presentd el estudio PAVE (Periodontitis and Vascular Events), un estudio piloto
comparando el tratamiento periodontal no quirdrgico supra- y subgingival en los niveles
de hsCRP en pacientes con periodontitis y enfermedad cardiovascular establecida. Los
resultados no fueron claros, dado que la alta prevalencia de obesidad en la muestra de
estudio anuld los efectos del tratamiento periodontal sobre la variable de estudio
(Offenbacher et al., 2009). En 2018, Saffi y colaboradores, evaluaron la eficacia del
tratamiento periodontal en la funcion endotelial de pacientes con enfermedad coronaria.
Tras 3 meses de seguimiento, no se observaron diferencias significativas entre ambos

grupos en las variables cardiovasculares estudiadas (Saffi et al., 2018).
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1.4. Justificacion

La justificacion para la realizacion de este estudio es la existencia de pocos
ensayos clinicos que valoren el impacto en la funcion cardiovascular (medido como el
cambio en la VDE) del tratamiento periodontal basico en pacientes con periodontitis y

enfermedad cardiovascular establecida, con un seguimiento extenso de 6 meses.

El subanalisis que se presentara en el este Trabajo de Fin de Master se realiza en
base a la existencia de pocos estudios que correlacionen los efectos del tratamiento
periodontal basico sobre la incidencia de bacteriemia en pacientes con enfermedades
cardiovasculares. Dado que existe un mayor riesgo en pacientes con periodontitis de sufrir
bacteriemias debido al dafio en los tejidos periodontales producido por la enfermedad, y
dado el papel clave que demuestran P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans tanto en el
desarrollo de periodontitis como de las placas de ateroma, relacionando la salud oral con
la salud sistémica, parece relevante la realizacion de un ensayo clinico para evaluar los

posibles efectos sobre la frecuencia de bacteriemia tras el tratamiento periodontal bésico.
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2. Hipotesis

2.1. Hipotesis general del estudio

El tratamiento periodontal basico es capaz de mejorar la funcidon cardiovascular
evaluada a través de variables subrogadas (VDE y EIMC), en pacientes con periodontitis

estadio III o IV y con enfermedad cardiovascular establecida.

2.2. Hipotesis especifica de este subanalisis

En pacientes con periodontitis estadios III o IV y con enfermedad cardiovascular
establecida existe un riesgo aumentado de suftrir bacteriemia, especialmente tras el
tratamiento periodontal bdsico, consistente en raspado y alisado radicular, en

comparacion con la profilaxis supragingival.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general del estudio

Evaluar si el tratamiento periodontal basico a nivel subgingival modifica la
funcion cardiovascular en pacientes con enfermedad cardiovascular establecida y

periodontitis.

3.2. Objetivos especificos del analisis de la submuestra

e Comparar los efectos del tratamiento periodontal basico (raspado y alisado
radicular o profilaxis supragingival) sobre la frecuencia de bacteriemia mediante
técnicas de CAD y qPCR.

e Determinar la naturaleza de las bacteriemias tras el tratamiento periodontal basico
mediante CAD y qPCR en ambos grupos.

e Determinar si existe correlacion entre los recuentos de bacterias a nivel

subgingival y los recuentos bacterianos detectados a nivel vascular.
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4. Material y métodos

4.1. Diseno del estudio

Este estudio presentara los resultados preliminares de la submuestra de pacientes
que participaron durante el periodo comprendido entre septiembre de 2019 y julio de 2020

de un ensayo clinico aleatorizado y controlado, paralelo y a triple ciego.

4.2. Seleccion de 1a muestra

El reclutamiento se realizd en el Servicio de Cardiologia del Hospital Severo
Ochoa de Leganés, sobre aquellos pacientes que acudieron de forma secuencial a la
unidad de Rehabilitacion Cardiaca por padecer enfermedad cardiovascular establecida.
Entre estos pacientes, tras una exploracion periodontal completa a cargo de un
periodoncista experimentado de la Facultad de Odontologia de 1a UCM, se seleccionaron

aquellos pacientes con periodontitis y de acuerdo con los siguientes criterios:
4.2.1. Criterios de inclusion

e Pacientes con enfermedad cardiovascular establecida: antecedentes de sindrome
coronario agudo (dngor inestable o infarto) en los 3 a 12 meses previos, con
fraccion de eyeccion ventricular izquierda > 50%.

e Diagnostico de periodontitis estadio III o IV generalizada: en base al estudio
publicado por Tonetti y colaboradores en 2007, en el que se empled la definicion
de periodontitis avanzada establecida en el Workshop Internacional para la
Clasificacion de Enfermedades y Condiciones Periodontales de 1999 (Armitage,
1999), se incluyeron pacientes con profundidades de sondaje superiores a Smm y
pérdida dsea marginal superior al 30% en al menos el 50% de los dientes, que
segun la clasificacion actual corresponderia al diagnodstico de periodontitis
mencionado (Tonetti et al., 2007).

e Presencia de al menos 3 dientes por cuadrante.
4.2.2. Criterios de exclusion

e Pacientes que hubieran recibido tratamiento periodontal en el ultimo afio.

e Toma de antibidticos en los 3 meses previos al estudio.
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e Fumadores de > 10 cigarrillos/dia.

e Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

e Diabetes mellitus tipo I, o tipo II con valores de hemoglobina glicosilada > 7%.
e Infeccion por virus de inmunodeficiencia humana.

e Toma cronica de antiinflamatorios no esteroideos.

4.3. Calculo del tamaino muestral

Tomando como referencia los resultados obtenidos por Tonetti y colaboradores
2007, se estableci6 una diferencia esperada de 1% en la vasodilatacion endotelial (VDE)
entre ambos grupos, con una desviacion estandar de 1,76%, potencia estadistica del 90%
y error alfa del 5%. Esto supondria un tamafio muestral a priori de 48 pacientes por grupo
y 96 en total. Para compensar posibles pérdidas y ajustar factores de confusion, se

seleccionaran un total de 120 pacientes (aumento de 20%).

4.4. Aleatorizacion v ocultacion de la asignacion

Se realizé un muestreo no probabilistico de casos consecutivos y se asignaron los
tratamientos a cada sujeto de estudio mediante una aleatorizacion por bloques (tamafio

del bloque = 4), realizada por un monitor del estudio.

La ocultacion de la asignacion se realizé mediante el empleo de sobres opacos,
sellados y numerados. La revelacion de la asignacion se realizo en el momento inmediato

al comienzo de la primera sesion de tratamiento periodontal.

4.5. Enmascaramiento

Se llevo a cabo un triple enmascaramiento de:

e Evaluador: las variables periodontales y microbiolégicas fueron registradas por
personas diferentes al operador, que no conocian el tratamiento recibido por cada
paciente.

e Paciente: los pacientes desconocian el grupo de estudio al que pertenecian.

e Analista: los datos fueron aportados ocultando el tratamiento recibido por cada

grupo.
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4.6. Intervencion

Las intervenciones fueron realizadas en las clinicas del Master de Periodoncia de
la Facultad de Odontologia de la UCM por un tinico operador experimentado. La duracion

del tratamiento se realizé de acuerdo con las necesidades de cada paciente.
4.6.1. Grupo test

El tratamiento experimental consistid en tratamiento periodontal basico
compuesto por dos sesiones de raspado y alisado radicular (RAR) con anestesia local en
dos dias consecutivos (intervalo de 24 horas). Tras la primera sesion, se prescribio el uso
de colutorio de clorhexidina 0,12% (PerioAid 0,12% tratamiento, Dentaid, Espafia)

durante 2 semanas (Posologia: 15ml, 60 segundos, cada 12 horas).
4.6.2. Grupo control

El grupo control recibi6 un tratamiento periodontal compuesto por tartrectomia y
profilaxis supragingival, con anestesia local, en dos dias consecutivos (intervalo de 24
horas). Tras la primera sesion, se prescribio el uso de colutorio de fluoruro sédico 0,05%
y xilitol 1,00% (Fluor-Aid 0,05%, Dentaid, Espafia) durante 2 semanas (Posologia: 15ml,
60 segundos, cada 12 horas).

4.6.3. Seguimiento

Ambos grupos recibieron un seguimiento total de 6 meses, con reevaluaciones
intermedias a los 1 y 3 meses. Se realizd terapia periodontal de mantenimiento cada 3

meses.
4.6.4. Protocolo de seguridad

Se establecio que aquellos pacientes en los que durante alguna de las visitas de
seguimiento se detectase progresion de la periodontitis, definida como pérdida
longitudinal de insercién clinica >2 mm en 2 o mds dientes (Tonetti and Claftey, 2005),

serian retirados del estudio y recibirian el tratamiento periodontal que precisaran.
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4.7. Extraccion de datos

En la tabla 2 se indica la cronologia para la recogida de datos, toma de muestras y
realizacion de las sesiones de tratamiento periodontal, asi como el lugar en el que se llevo
a cabo cada uno de éstos. En este subanalisis se presentaran los datos recogidos durante

la cita basal, y las dos citas de tratamiento.

wM

Salud! 1
0 Comunidad do Madria
Intervencién:

Raspado y alisado
radicular/ Profilaxis

Evaluacién
Periodontal

Muestras Muestras de sangre Terapia periodontal

Historia médica subgingivales (bacteriemia) de mantenimiento

Basal

1° visita de
tratamiento

2" visita de
tratamiento:

Re-evaluacion:
1 mes

Re-evaluacién:
3 meses

Re-evaluacién:
6 meses

Tabla 2. Cronografia de la extraccion de datos. Se marca en color verde la cita correspondiente a cada uno de los procesos de

recoleccion de datos realizadas a lo largo del estudio y en color amarillo las citas en las que se realizo la intervencion asignada.

4.7.1. Historia médica

La historia médica de cada paciente se obtuvo durante la visita basal, recopilando
informacion sobre sexo, edad, tabaquismo, colesterol total, presion arterial sistolica en
reposo, obesidad, circunferencia abdominal, sedentarismo, postmenopausia, historia
familiar de ECV prematura, triglicéridos, resistencia a la insulina. En este subanalisis solo
se presentara la informacion relativa al sexo, edad y tabaquismo, el resto de las variables
no pudieron ser analizadas en este trabajo debido a limitaciones en el acceso a los registros

médicos tras la pandemia provocada por el virus SARS-CoV-2.

4.7.2. Datos periodontales

El examen periodontal fue realizado mediante el empleo de una sonda periodontal
milimetrada UNC-15 (Hu-Friedy, Europa, Rotterdam, Holanda) y fue realizado por un

unico examinador entrenado y calibrado. Se hicieron registros de boca completa,
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exceptuando los cordales, valorando 6 localizaciones en cada diente. Las variables

clinicas registradas fueron:

e Profundidad de sondaje (PS). Distancia, en mm, desde el margen gingival hasta
el fondo de la bolsa periodontal.

e Recesion gingival (REC). Distancia, en mm, desde el margen gingival hasta el
limite amelocementario (LAC).

e Indice de placa (IP). Presencia o ausencia de placa dental, en porcentaje, tras
desplazar la sonda sobre el tercio cervical de la corona dentaria.

e Sangrado al sondaje (SS). Presencia o ausencia de sangrado, en porcentaje, 30
segundos después del sondaje.

e Indice de supuracién al sondaje (SupS). Presencia o ausencia de supuracion, en

porcentaje, 30 segundos después del sondaje.

4.7.4. Muestras microbioldgicas subgingivales

Tras la primera evaluacion periodontal, se selecciond la localizacion mads
accesible, con mayor PS y SS de cada cuadrante, introduciendo sucesivamente dos puntas
de papel estériles, durante 10 segundos, en cada localizacion hasta alcanzar el fondo de

la bolsa periodontal (Mombelli et al., 1991).

Las 8 puntas de papel obtenidas fueron introducidas en tnico vial conteniendo
2ml de fluido de transporte reducido (RTF) y enviadas inmediatamente al laboratorio de
investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid

para su posterior analisis.

Las muestras microbioldgicas de fluido crevicular gingival fueron repetidas

durante la visita de seguimiento a los 6 meses siguiendo el mismo procedimiento.

Las muestras fueron analizadas tanto por CAD como por qPCR. Los recuentos
bacterianos serdn expresados como en unidades formadores de colonias por mililitro

(UFC/ml).

4.7.5. Muestras microbioldgicas de sangre (bacteriemia)

Se analiz6 y cuantifico la presencia de bacterias periodontales en sangre antes y

durante el tratamiento periodontal en ambos grupos. Los procedimientos de extraccion

22



fueron realizados en el quir6fano de implantes de la Clinica de Postgrado de Periodoncia
de la Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid, por un

enfermero experimentado.

El procedimiento para la extraccion de sangre fue el siguiente: se tom6 una via en
la vena antecubital, permitiendo la toma repetida de muestras mediante técnica
convencional (Vacutainer™, BecktonDickinson, San Agustin de Guadalix, Madrid,
Espana) segun las recomendaciones de la Sociedad Espanola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica. En cada extraccion, se tomd un volumen total de
4ml, de los cuales 2ml se emplearon para cultivo microbioldgico y 2ml para analisis por

qPCR.

Los momentos para la toma de las muestras fueron antes de comenzar la
intervencion y a los 3 y 10 minutos tras el inicio del procedimiento. Esta toma sigui6 el
mismo protocolo establecido para todos los pacientes: tanto en el grupo test como en el
grupo control se comenzo la intervencion (raspado y alisado radicular o profilaxis) por el
cuadrante de mayor afectacion, se seleccionaron las 10 localizaciones mas afectadas y se
instrumentaron durante 1 minuto, tras los cuales se continud con el procedimiento en el
resto de los cuadrantes. Transcurridos 3 y 10 minutos del inicio del tratamiento, la
instrumentacion fue detenida y se tomaron nuevas muestras de sangre. Posteriormente, se

continud el procedimiento asignado de forma rutinaria.

Las muestras de sangre fueron procesadas en el laboratorio de microbiologia de la

Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense.

Las muestras fueron analizadas tanto por CAD como por qPCR. Los recuentos

bacterianos seran expresados en UFC/ml.

4.8. Analisis microbiologico

Las muestras de sangre y subgingivales fueron procesadas inmediatamente tras la
toma en el Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad

Complutense de Madrid.

4.8.1. Andlisis mediante cultivo microbioldgico

4.8.1.1. Muestras subgingivales
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El vial con las puntas de papel fue vorteado durante 30 segundos y se prepararon
diluciones seriadas 1:10 en solucion tampon fosfato salino (PBS). De cada dilucion se

plaquearon:

e 100 pl en medio agar no selectivo (Oxoid n°2; Oxoid, Basingstoke, UK),
suplementado con sangre de caballo al 5%, hemina (5mg/l) y menadiona (1mg/l).
Estas placas se emplearon para determinar el recuento total de bacterias
anaerobias e identificar bacterias especificas como P. gingivalis.

e 100 pl en medio Dentaid-1 (Alsina et al., 2001), para el recuento de A.

actinomycetemcomitans.

Las placas de agar sangre fueron examinadas tras 7 y 14 dias de incubacion
anaerobica (80% N2, 10% Hz, 10% CO» a 37°C). Las placas Dentaid-1 se examinaron tras

3-5 dias de incubacidn en aire con 5% CO, a 37°C.

Los recuentos totales de anaerobios se realizaron sobre las placas de agar no
selectivo, asi como la identificacion y cuantificacion de bacterias periodontales como P.
gingivalis, P. intermedia, T. fosythia, P. micra, Campylobacter rectus, Fusobacterium
nucleatum 'y Eikenella corrodens. Para la identificacion, se emplearon la tinciéon Gram y
la morfologia celular, aerotolerancia y actividad catalasa, y se confirmaron mediante test
bioquimicos estandar (RapID™ ANA II System; Remel, Lenexa, KS, EE. UU.). Para el
recuento total se consider6 la placa con la dilucién mas adecuada (entre 30-300 colonias)

y se calculo el porcentaje que suponia cada especie respecto a la flora total.

Los recuentos de A. actinomycetemcomitans se realizaron sobre las placas
Dentaid-1. Para la identificacion, se emplearon la morfologia de la colonia, la actividad
catalasa positiva y el empleo de enzimas especificas (RapID™ NH System, Remel,

Leneza, KS, EE. UU.).
4.8.1.2. Muestras de sangre (bacteriemia)
De cada muestra de sangre (2mL), fueron plaqueados directamente:

e 500 pl en placas agar sangre no selectivas.
e 500 pl en placas Dentaid-1.

e El mililitro restante fue repartido en 5 palcas de agar sangre y en 5 palcas de
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Dentaid-1 con un volumen del100 pl en cada placa.

Las placas de agar sangre fueron examinadas tras 7 y 14 dias de incubacion anaerdbica
(80% N2, 10% H2, 10% CO2 a 37°C). Las placas Dentaid-1 se examinaron tras 3-5 dias

de incubacion en aire con 5% CO2 a 37°C.

4.8.2. Analisis mediante gPCR

4.8.2.1. Extraccion de ADN bacteriano

La extraccion del ADN bacteriano se realiz6 de manera inmediata tras la toma de
las muestras subgingivales y de sangre mediante el kit comercial MolYsis™ Complete5

(MolzymGmbh & Co0.KG., Bremen, Alemania).

e Muestras subgingivales: las puntas de papel fueron vorteadas durante 2 minutos y
el sobrenadante recogido y transferido a un vial estéril de 1,5 ml. Las muestras
fueron centrifugadas a 13.000 rpm durante 2 minutos.

e Muestras de sangre: el proceso de extraccion se realizo a partir de 1ml de la sangre

recogida en cada momento.
Las muestras de ADN fueron conservadas a -80°C hasta su posterior analisis.
4.8.2.2. Amplificacion mediante gPCR

Para la amplificaciéon de ADN de P. gingivalis, se emplearon (Boutaga et al.,

2003):

e Primer 1 (forward), con secuencia 5-GCG CTC AAC GTT CAG CC-3 (300nM).

e Primer 2 (reverse), con secuencia 5-CAC GAA TTC CGC CTGC-3 (300nM).

e Sonda Tagman, con secuencia 5-CAC TGA ACT CAA GCC CGG CAG TTT
CAA-3 (300nM).

Para la amplificacion de ADN de A. actinomycetemcomitans, se emplearon

(Boutaga et al., 2005):

e Primer 1 (forward), con secuencia 5-GAA CCT TAC CTA CTC TTG ACA TCC
GAA-3 (300nM).
e Primer 2 (reverse), con secuencia 5-TGC AGC ACC TGT CTC AAA GC-3
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(300nM).
e Sonda Tagman, con secuencia 5-AGA ACT CAG AGA TGG GTT TGT GCC
TTAGGG-3 (100nM).

Las sondas Tagman en ambos casos fueron marcadas con los fluorocromos 6-
carboxyfluoresceina (FAM) en el extremo 5’ y con 6-carboxitetrametilrodamina

(TAMRA) en el extremo 3°.

La cuantificacion se realizd mediante curvas estandar obtenidas a través de
diluciones seriadas desde 10! a 10° de ADN genomico purificado de P. gingivalis ATCC
33277y A. actinomycetemcomitans DSM 8324.

Las muestras se analizaron por duplicado en un volumen final de 20 pl, en una
solucidon master mix conteniendo las concentraciones 6ptimas mencionadas de cada uno
de los primers y sondas y 5 ul de ADN de las muestras. Se realizaron controles negativos
conteniendo 5 pl de agua estéril para determinar los limites de deteccion, considerando

el ciclo de cuantificacion obtenido para estos controles como ausencia de ADN.

Las muestras fueron sometidas a un ciclo inicial de amplificacion de 95°C durante
10 minutos, seguidas de 40 ciclos de amplificacion a 95°C durante 15 segundos y 60°C
durante 1 minuto. Los datos se analizaron mediante el termociclador LightCycler® 480

(Roche).

4.9. Analisis estadistico

Todos los datos fueron analizados de acuerdo con el protocolo prestablecido. Se
determind como unidad de andlisis el paciente. La variable respuesta primaria de este
subanalisis es la prevalencia de bacteriemia en sangre, y las variables secundarias:
recuentos totales de bacterias anaerobias, recuentos de bacterias especificas, proporcion
y prevalencia de las bacterias estudiadas a nivel subgingival; recuentos de bacterias
especificas a nivel de sangre; las variables clinicas periodontales (IP, REC, PS, SS y

SupS) y las variables demograficas (edad, sexo, tabaquismo).

Para el analisis de la distribucion de la muestra se observaron la tendencia central,
la dispersion y la asimetria de la misma mediante la representacion grafica de los datos.
Asi mismo se realizo el test de Shapiro Wilk para observar si los datos se distribuian

segun la norma.
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Los datos fueron expresados mediante valores de media y desviacion estandar
(DE) y mediana y rango intercuartil (RI), prevalencia y proporciones (%). Las variables
cuantitativas fueron comparadas mediante test T de Student para muestras
independientes, para aquellas variables en las que se obtuvo una distribucién normal de
la muestra. El analisis de las variables sin distribucion normal se realiz6 mediante test no
paramétricos, empleando el test U-Mann Whitney para comparaciones intergrupo. Las
variables cualitativas se compararon intergrupo mediante test de chi cuadrado. Las
comparaciones intragrupo se realizaron comparando los datos extraidos pretratamiento y

a los 3 y 10 minutos de comenzar la intervencion.

También se realizaron test de correlacion de Spearman para determinar la
existencia de asociacion lineal entre los recuentos de bacterias subgingivales y los

recuentos de bacterias en sangre para cada uno de los tiempos de estudio.

Todas las comparaciones fueron realizadas estableciendo un nivel de significacion
de p <0,05. Para el andlisis estadistico se emple6 el programa SPSS (ver. 26.0, IBM
Corporation, NY, EE. UU.).

27



5. Resultados

5.1. Descripcion de la submuestra

Este subanalisis incluye los resultados de 25 pacientes, 14 pertenecientes al grupo

control (profilaxis supragingival) y 11 al grupo test (raspado y alisado radicular).

Las caracteristicas basales de los pacientes incluidos en el estudio se muestran en
la Tabla 3. De los 25 pacientes que componen la submuestra, 24 eran hombres (n = 11/
100% test; n =13/ 92,90% control). La media de edad fue de 57,38 afios en el grupo test
y 57,90 afios en el grupo control. En cuanto al héabito tabaquico, el nimero medio de
cigarrillos consumidos al dia en el grupo test fue de 1,00 (DE=2,13) cigarrillos/dia, en

contraste con 0,40 (DE=0,96) en el grupo control cigarrillos/dia.

Tras analizar diferencias entre ambos grupos para las caracteristicas basales
descritas, se determind que no existian diferencias entre grupos para las variables: edad,

sexo o numero de cigarrillos al dia.

Edad 57,90 (14,16) | 53,50 (47,00) | 57,38 (9,04) | 57,00 (24,00) | 0,90°
N° b
cigarrillos/dia | (0,96) | 0,00 (3,00) | 1,00(2,13) | 0,00(6,00) | 0,73
Sexo n (%)
Hombre 13 (92,90) 11 (100) Loo¢
Mujer 1(7,10) 0 (0) ’

Tabla 3. Caracteristicas demograficas basales para los participantes del grupo test y control.

DE (desviacion estandar), RI (rango intercuartil), @ test T de Student, ® test U-Mann Whitney, © test de Chi Cuadrado

5.2. Variables clinicas periodontales

Las caracteristicas basales para cada uno de los parametros clinicos periodontales
estudiados se muestran en la tabla 4. No se observaron diferencias en los parametros

clinicos periodontales en el anélisis intergrupo (p>0,05).
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IP (%) 81,43 (15,62) | 87,01 (44,05) | 73,99 (26,14) | 83,08 (69,39) | 0,393 *

REC total (mm) 1,10 (0,91) | 0,80(3,21) | 0,76 (0,57) 0,67 (1,89) | 0913°
REC interproximal (mm) | 0,97 (0,92) | 0,62 (3,20) | 0,69 (0,56) 0,65 (1,83) | 0,784°
REC caras libres (mm) | 1,36 (0,94) | 1,23 (3,23) | 0,88 (0,60) 0,73 (2,02) | 0,827°
PS total (mm) 4,24 (0,56) | 4,11(1,92) | 3,74 (0,38) 3,55(1,10) | 0,092°

PS interproximal (mm) | 4,52 (0,53) | 4,45(1,80) | 4,03 (0,34) 3,91 (0,98) | 0,065*
PS caras libres (mm) 3,67 (0,67) | 3,46 (2,18) | 3,17 (0,49) 3,07 (1,44) | 0,242°*
SS (%) 59,77 (25,15) | 64,35 (76,28) | 53,86 (9,90) | 54,07 (31,35) | 0,305 *

SupS (%) 1,30 (2,28) | 0,00 (6,35) | 0,25 (0,35) 0,00 (0,72) | 0,387°

Tabla 4. Caracteristicas clinicas periodontales basales para los participantes del grupo test y control.

DE (desviacion estandar), RI (rango intercuartil), IP (indice de placa), REC (recesion), PS (profundidad de bolsa al

sondaje), SS (sangrado al sondaje), SupS (supuracion al sondaje), ? test T de Student, ® test U-Mann Whitney

También se compararon las caracteristicas clinicas de las localizaciones en las que

se tomaron las muestras microbioldgicas subgingivales. En la tabla 5 se muestran los

resultados, observandose la ausencia de diferencias significativas (p<0,05) entre las

localizaciones seleccionadas para el analisis subgingival entre los grupos test y control.

IP (%) 90,00 (17,48) | 100,00 (50,00) | 90,63 (18,60) | 100,00 (50,00) | 0,924 °
REC (mm) | 1,38(1,66) 0,63 (5,50) 0,91 (0,69) 0,63 (2,00) | 0,742%
PS (mm) 6,18 (1,00) 6,00 (3,50) 5,97 (0,96) 5,88 (3,00) | 0,900
SS (%) 87,50 (13,18) | 87,50 (25,00) | 84,38 (18,60) | 87,50 (50,00) | 0,630°
SupS (%) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) -

Tabla 5. Caracteristicas clinicas periodontales basales de las localizaciones para muestras subgingivales.
DE (desviacion estandar), RI (rango intercuartil), IP (indice de placa), REC (recesion), PS (profundidad de bolsa al
sondaje), SS (sangrado al sondaje), SupS (supuracion al sondaje), ? test T de Student, ° test U-Mann Whitney

5.3. Variables microbiologicas periodontales

5.3.1 Analisis por cultivo anaerobio directo (CAD)

En la comparacion de la prevalencia, los recuentos y las proporciones, totales y
para cada una de las especies periodontales estudiadas, no se observan diferencias
significativas en el estado basal entre el grupo test y control (p>0,05). Las especies A.
actinomycetemcomitans 'y Eikenella corrodens no pudieron ser identificadas mediante la
técnica de cultivo en el grupo control y tampoco se detectaron bacterias de la especie
Capnocytophaga en el grupo test. La tabla 6 muestra los recuentos y prevalencia en la

deteccion de las bacterias de estudio mediante técnica de cultivo.
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Prevalencia

[n (%)]

Control - 1(7,70) 13 (100,00) | 13 (100,00) | 10 (76,90) 2 (15,40) 3(23,10) 10 (76,90) 1(7,70) 1(7,70)
Test - 1(9,10) 10 (90,90) | 11(100,00) | 9 (81,80) 2 (18,20) 5 (45,50) 8 (72,70) 1(9,10) 0 (0,00)

Valor p § - 1,000 0,458 1,000 1,000 1,000 0,390 1,000 1,000 1,000
Recuento
(UFC/ml)

[media (DE)]

Control 2,87 x 107 0(0) 8,03 x 10° 1,51 x 10° 1,31 x 10° 1,90 x 10° 1,00x 10* | 2,52x10° 0(0) 1,00 x 10*
Ontro (2,28 x 107 (7,35x 10 | (3,66 x10% | (1,52x10% | (4,07x10°) | (3,16 x 10% | (3,80 x 10°) (3,16 x 10%)
Test 2,89x 10" | 228x10° 1,24x10" | 7,52x10° 8,51 x 10° 1,75x10° | 2,50x10* | 4,83x10° 1,25 x 10* 0(0)

s (2,53 x107) | (6,43x10%) | (1,79x107) | (9,16 x10°) | (1,57x10°% | (3,41 x10%) | (4,63 x10%) | (4,31x10°) | (3,54 x 10%
Valor p 0,941 + 0,856 0,516 0,602 0,907 0,929 0,531 0,413 0,856 0,358
Proporcion (%)
[media (DE)]
30,23 3,78 3,18 0,67 0,01 0,84 0,05

ol - e 23.21) (5.54) (3.39) (1.62) (0.05) (0.89) e (0.16)

Test ) 0,01 26,86 3,41 3,25 0,81 0,07 4,13 0,04 0(0)
(0,02) (25,33) (3,27) (4,80) (1,75) (0,13) (6,70) (0,11)
Valor p - 0,856 0,754 + 0,839 0,930 0,929 0,317 0,640 0,952 0,358

Tabla 6. Prevalencia, recuentos y proporcion de cada uno de los microorganismos analizados mediante CAD.
DE (desviacion estandar), UFC (Unidades formadoras de colonias), Aa (4. actinomycetemcomitans), Pg (P. gingivalis), Pi (P. intermedia), Tf (Tannerella forsythia), Pm (Parvimonas micra), Fn
(Fusobacterium nucleatum), Cr (Campylobacter rectus), Ec (Eikenella corrodens), Capno (Capnocytophaga spp.), § test de Chi Cuadrado, T test T de Student, test de U-Mann Whitney si no se
indica lo contrario)



Las especies mas prevalentes fueron P. gingivalis y P. intermedia, encontrandose
ambas en el 100% de los sujetos del grupo control y en el 90,90% y 100% de los sujetos

del grupo test respectivamente.
5.3.2. Analisis por qPCR

Como se observa en la tabla 7, el andlisis por qPCR para la cuantificacion de P.
gingivalis y A. actinomycetemcomitans en las muestras subgingivales tampoco mostrd

diferencias intergrupo estadisticamente significativas (p>0,05).

Recuento (UFC/ml)

Aa 434x10° 8,48 x 10? 1,18 x 10° 0,00 0.807
(1,09x 10% | (3,44x10% | (2,73x10% | (7,84x10°) ’

P 1,78 x10° | 6,27x 10° 3,26 x 10° 1,62 x 10° 0.829 @
g (2,73 x10% | (8,85x10% | (6,66x10°% | (1,94x 107) ’

Tabla 7. Recuentos basales de 4. actinomycetemcomitansy P. gingivalis mediante qPCR.
DE (desviacion estandar), IR (rango intercuartil), UFC (Unidades formadoras de colonias), Aa (4.

actinomycetemcomitans), Pg (P. gingivalis), * test U-Mann Whitney

5.4. Bacteriemia

El CAD no logr6 detectar presencia de P. gingivalis ni A. actinomycetemcomitans
en ninguna de las muestras, ya sea mediante cultivo en agar sangre o en medio Dentaid-

1.

El andlisis mediante qPCR detect6 bacteriemia, inducida por P. gingivalis, en 3
pacientes (prevalencia: 27,30%; recuento: 2,94 x 10! UFC/ml) en las muestras basales y
en las muestras tomadas tras 10 minutos de tratamiento (prevalencia: 27,30%; recuento:
4,61 x 10! UFC/ml). En uno de estos pacientes, también se detecto la presencia de A.
actinomycetemcomitans, tanto en la muestra basal, como a los 3 y 10 minutos de

tratamiento. Los resultados se muestran en la tabla 8.
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Pre‘gi‘/t‘;“c‘a n (%) | n(%) n (%) n (%)
Basal | 0(0) | 0(0) ! 0(0) 1(9,10) | 0,440°
Aa 3min | 0(0) | 0(0) i 0(0) 1(9,10) | 0,440°
10min | 0(00) | 0(0) i 0(0) 1(9,10) | 0,440°
Basal | 0(0) | 0(0) i 1(7,10) | 3(2730) | 0.288°
Pg 3min | 0(0) | 0(0) i 0(0) 1(9,10) | 0,440°
10min | 0(0) | 0(0) i 0(0) 3(2730) | 0,072°
Recuento Media | Media . .
(UFC/ml) (DE) (DE) Media (DE) | Media (DE)
3
Basal | 0(0) | 0(0) i 0(0) 4’97(5‘) 10° 1 9259
3
o 3min | 0(0) | 0(0) i 0(0) 2’29(5‘) 10° 1 9259
3
10min | 0(0) | 0(0) i 0(0) 3’72(5‘) 10° 1 9259
473x 10" | 2,94x 10 5
Basal | 0(0) | 0(0) | o0 | sasx 10 | 0230
) 245 x 10’
Pg 3min | 000) | 0(0) - 0 (0) (6.9 z 107 | 9259 b
1
10min | 000) | 0(0) i 0(0) (g’g; x }81) 0,042

Tabla 8. Prevalencia de bacteriemia en los distintos momentos del tratamiento analizado mediante CAD y qPCR.

DE (desviacion estandar), 4a (4. actinomycetemcomitans), Pg (P. gingivalis), * Chi Cuadrado, ® test U-Mann Whitney.

No se observaron diferencias intergrupo significativas (p<0,05) en la frecuencia
de deteccion de bacteriemia en las muestras basales, a 3 minutos o a 10 minutos del inicio

de la intervencion.

5.5 Correlacion entre recuentos subgingivales v recuentos en sangre

Tras estudiar la relacion entre los recuentos orales de P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans con los recuentos en sangre de estas mismas bacterias, obtenidos
mediante técnica de qPCR, se observa que no existen asociaciones lineales
estadisticamente significativas (p<0,01) entre los recuentos de ambas bacterias a nivel

subgingival y su correspondiente recuento a nivel sanguineo.

Pg oral - Pg sangre (3min) 0,196 0,358
Pg oral - Pg sangre (10min) 0,018 0,933
Aa oral - Aa sangre (3min) 0,156 0,467
Aa oral - Aa sangre (10min) 0,156 0,467

Tabla 9. Correlacion entre la presencia de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans subgingival y en sangre.

r (indice de correlacion), Aa (A. actinomycetemcomitans), Pg (P. gingivalis), * Correlacion de Spearman
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6. Discusion

6.1. Resumen de la evidencia

Este estudio tiene como objetivo general evaluar las modificaciones que se
producen en la funcién cardiovascular tras el tratamiento periodontal bésico, y de ¢l se
extrae el subanalisis presentado en este Trabajo de Fin de Master, que persigue evaluar la
frecuencia de bacteriemia tras el tratamiento periodontal basico en pacientes con
periodontitis y enfermedad cardiovascular establecida, esperandose un aumento en su
prevalencia tras el inicio de la intervencién en comparacion con el grupo control

(profilaxis supragingival).

El principal hallazgo de este estudio es que no existen diferencias estadisticamente
significativas en la prevalencia de bacteriemia a los 3 y 10 minutos del inicio del raspado
y alisado radicular en comparacion con la profilaxis supragingival, sugiriendo que no

aumenta el riesgo de bacteriemia durante ambas intervenciones.

Tras el andlisis de las caracteristicas basales demograficas, clinicas y
microbiologicas de los dos grupos estudiados, se observa que no existen diferencias
significativas para ninguna de las variables analizadas, por lo que podemos asumir que
ambos grupos son similares y que ninguna de estas variables afectd de manera desigual a

la frecuencia, magnitud o naturaleza de las bacteriemias en los grupos de estudio.

Multiples estudios han analizado la frecuencia de bacteriemia tras diversos
procedimientos orales. Analizando en detalle aquellos que estudian la prevalencia tras
raspado y alisado radicular, los resultados de prevalencia obtenidos en este trabajo,
27,30%, concuerdan con estudios previos: 23% (Kinane et al., 2005), 40% (Beutler et al.,
2019), 43,3% (Zhang et al., 2013); aunque se alejan de la prevalencia obtenida en otros:
70% (Waghmare et al., 2013), 80,9% (Lafaurie et al., 2007). Sin embargo, al comparar
resultados debemos tener en cuenta que en este estudio se determina la prevalencia de P.
gingivalis y A. actinomycetemcomitans especificamente, mientras que en los estudios
mencionados se da un valor de prevalencia de bacteriemia para todos los

microorganismos periodontales detectados.

En la técnica de qPCR se emplearon primers especificos para la identificacion y

cuantificacion de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans al tratarse de las especies
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periodontopatégenas mas frecuentes presentes en los episodios de bacteriemia y en las
placas de ateroma de los pacientes cardiovasculares. Castillo y colaboradores,
determinaron una prevalencia mediante PCR anidada de 30,0%% para P. gingivalis y de
21,4% para A. actinomycetemcomitans, siendo las dos bacterias periodontales mas
prevalentes en las muestras sanguineas tomadas (Castillo et al., 2011b). Figuero y
colaboradores, determinaron una prevalencia en placas de ateroma de 78,6% para P.
gingivalis y de 66,7% para A. actinomycetemcomitans, resultando también las mas

frecuentes en este estudio (Figuero et al., 2011).

A pesar de ello, al comparar la prevalencia basal y a los 3 y 10 minutos, se observa
que no existe un aumento en la prevalencia de bacteriemia con respecto a los niveles
basales tras ninguna de las intervenciones realizadas. En la medicion basal, se observo
bacteriemia en 3 pacientes del grupo test, los mismos en los que se detect6 tras 10 minutos
de raspado y alisado radicular; en el grupo control se detect6d presencia de P. ginigvalis
en sangre de un paciente en el analisis basal, pero no en los de seguimiento. Esto refuta
la hipotesis del estudio, sugiriendo que ni el raspado y alisado radicular ni la profilaxis
supragingival aumentan la frecuencia de bacteriemia. Estos resultados contrastan con
aquellos obtenidos en estudios previos. Kinane y colaboradores concluyen mediante un
ensayo clinico que tanto el sondaje periodontal, el cepillado dental y el raspado y alisado
radicular producen un aumento en la bacteriemia medida mediante PCR (23%) y cultivo
(13%) (Kinane et al., 2005). Lafaurie y colaboradores, observan que el raspado y alisado
radicular induce bacteriemia especialmente en pacientes periodontales (Lafaurie et al.,
2007). Esta discrepancia en los resultados obtenidos podria deberse al reducido tamafio
muestral, diferencias en la capacidad de deteccion de los métodos de diagndstico
empleados o interacciones debidas a la frecuente plurimedicacién en los pacientes

cardiovasculares.

La presencia basal de bacteriemia observada en este estudio, sin embargo, apoya
la teoria de que existe, al menos en pacientes periodontales, una invasion de bacterias
periodontales al torrente sanguineo, independientemente de la realizacion de
procedimientos orales sobre el paciente (Raber-Durlacher et al., 2013). Esta bacteriemia
basal de baja intensidad puede deberse a actividades cotidianas como el cepillado dental,
el uso de seda dental o la masticacion, generando una bacteriemia cronica de bajo nivel

(Ambrosio et al., 2019; Schenkein et al., 2020b).
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Al igual que en estudios previos, los resultados varian en funcién de la técnica
microbioldgica empleada. En este estudio, se emplearon la técnica de CAD y qPCR
basandonos en los resultados obtenidos en el estudio de Marin y colaboradores (Marin et
al., 2017). Los resultados muestran un numero mayor de muestras positivas con qPCR,
mientras que CAD no logré detectar la presencia de bacterias anaerobias en ninguna de
las muestras. Sin embargo, debemos tener en cuenta que las técnicas de PCR no
discriminan entre la deteccion de bacterias vivas o muertas, y éstas tltimas no contribuyen
a la definicion de bacteriemia. A pesar de ello, la técnica de PCR presenta una mayor
sensibilidad y menor umbral de deteccion (>1 x 10' UFC/ml), convirtiéndola en una
técnica efectiva para el diagnostico de bacteriemia. La variabilidad en los resultados
obtenidos con ambas técnicas recalca la importancia en la eleccién de la técnica

microbioldgica empleada.

Los tiempos de estudio también fueron diferentes con respecto a otros estudios,
dificultando las comparaciones, y pudiendo explicar las variaciones en los resultados. La
toma de muestras para bacteriemia varia en la mayoria de estudios entre 30 segundos tras
el inicio de la intervencion hasta 3 minutos después de finalizarlo (Tomas et al., 2012) .
Sin embargo, actualmente no existen un consenso sobre el momento ideal para la toma

de muestras de sangre para el estudio de bacteriemia.

La relevancia de que este estudio se realice en pacientes con periodontitis estadios
[Ty I'V reside en el aumento en la probabilidad de diseminacion de bacterias en pacientes
con enfermedades periodontales en comparacion con aquellos que presentan un
periodonto sano (Hirschfeld and Kawai, 2015). En estos pacientes, cualquier
manipulacion mecénica de los tejidos gingivales puede resultar en la inoculacién de
bacterias al sistema vascular, aumentando la magnitud y frecuencia de bacteriemia

(Balejo et al., 2017).

6.2. Fortalezas del estudio

La principal fortaleza del estudio se centra en haber seleccionado pacientes que
presentan comorbilidad periodontal y cardiovascular. Por lo tanto, dado que existe un
mayor riesgo en pacientes con periodontitis de sufrir bacteriemias y dado el papel clave
que demuestran P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans tanto en el desarrollo de

periodontitis como de las placas de ateroma, este estudio, una vez finalizado, permitird
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obtener informacién relevante con respecto a la prevenciéon secundaria de las

enfermedades cardiovasculares.

Por otro lado, se debe considerar que el estudio ha sido realizado con alto rigor
metodoldgico, con un protocolo estricto y estandarizado, tanto clinico como en el analisis
microbioldgico, que permite aumentar la validez interna y reproducibilidad de este

estudio, limitando los sesgos y evitando errores metodologicos.

6.3. Limitaciones

Una limitaciéon importante de este estudio se halla en el reducido tamafio de
muestra analizado, resultando en una menor capacidad para detectar bacteriemias y
obtener resultados precisos. El tamafo de muestra analizado se debe a que este analisis
corresponde al de una submuestra de un ensayo clinico, no finalizado, en el que se ha

establecido mediante el calculo del tamafio muestral, una muestra total de 120 pacientes.

Otra limitacion del trabajo reside en la imposibilidad de determinar semejanzas
basales en cuanto a las variables clinicas cardiovasculares de los pacientes que se incluyen
y que podrian afectar a los resultados obtenidos. Debido a las limitaciones en el acceso a
centros hospitalarios tras la emergencia mundial provocada por el SARS-CoV-2 que
precedio al andlisis de este estudio, no se pudieron recuperar las historias médicas y datos

clinicos custodiados en dichos centros para su inclusion en este trabajo.

La inclusion de pacientes fumadores en el estudio podria aumentar el riesgo de
sesgo, ya que se han demostrado diferencias cuantitativas y cualitativas en la composicion
del biofilm oral en pacientes fumadores (Karasneh et al., 2017). Sin embargo, la exclusion
de estos pacientes limitaria la extrapolacion de los resultados a pacientes
cardiovasculares, ya que el tabaquismo es uno de sus principales factores de riesgo. A
pesar de ello, la distribucion aleatoria muestra que no existen diferencias significativas en
cuanto al habito tabaquico en los grupos estudiados, por lo tanto, podemos considerar que

su efecto ha sido similar en ambos.
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6.4. Lineas futuras de investigacion

Tras la realizacion de este trabajo, resalta la necesidad en estudios futuros, de:

e [Evaluar si el aumento del tamafio muestral permite obtener resultados claros sobre
la frecuencia de bacteriemia tras el tratamiento periodontal bésico.

e Valorar la correlacion entre la mejora de los pardmetros microbioldgicos
periodontales y la funcién endotelial en los pacientes con enfermedad
cardiovascular establecida.

e [Establecer unos tiempos estandarizados para la toma de muestras para el estudio

de bacteriemias tras diferentes procedimientos.
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6.5. Conclusiones

Teniendo en cuenta las limitaciones de este trabajo, se puede concluir que:

e [Enlasubmuestra analizada, la frecuencia e intensidad de la bacteriemia producida
por P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans no aumenta tras el tratamiento
periodontal basico o la profilaxis supragingival.

e Existe, en algunos pacientes, una bacteriemia cronica de baja intensidad, previa al
tratamiento, que puede deberse a hdbitos de higiene oral, masticacion y otras
actividades cotidianas.

e La técnica de qPCR mostr6 una mayor sensibilidad en la deteccion de

bacteriemias respecto a la técnica CAD.
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