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RESUMEN

Antecedentes: Las enfermedades periodontales en gatos son muy prevalentes, se estima
que el 70% de los gatos de edades comprendidas entre 20 y 27 meses, y en el 85% en
gatos mayores de 6 afios, estan afectados. Los signos y sintomas de estas enfermedades
incluyen inflamacién gingival, sangrado, presencia de placa, célculo, halitosis,
recesiones gingivales, bolsas periodontales y movilidad dentaria. Su etiologia es
infecciosa y se asocia a la microbiota subgingival. Las especies de Porphyromonas son

el género mas estudiado.

Objetivo: El objetivo principal de este grupo de investigaciones fue estudiar la
microbiota subgingival de gatos y su asociacion con las enfermedades periodontales,

validando las metodologias empleadas en estudios en humanos.

Material y Métodos. Resultados.

En el Estudio 1 se realizé un estudio piloto, donde el objetivo fue comparar dos
técnicas de toma de muestras microbioldgicas, para evaluar la microbiota asociada a las
enfermedades periodontales en gatos. Se evaluaron 10 gatos, a los que se les realizé un
examen clinico, bajo sedacion. La toma de muestras microbiologicas fue supragingival,
frotando con torunda de algodon sobre el margen gingival del canino superior derecho,
y subgingival, con puntas de papel insertadas en la bolsa periodontal. La muestras se
procesaron mediante cultivo en placas de agar sangre, Dentaid-1, y medio especifico
para Bartonella henselae. Los resultados mostraron que la estrategia subgingival,
obtiene mayores recuentos de flora anaerobia con diferencias estadisticamente
significativos, y mayor frecuencia de deteccion para Porphyromonas gulae, reduciendo
el numero de falsos negativos.

En el Estudio 2 se evaluaron 40 gatos mas, a los que se les realizé un examen clinico y
se tomaron muestras microbioldgicas con la estrategia subgingival, con el objetivo de
evaluar la microbiota subgingival y determinar los patégenos periodontales, implicados
en las enfermedades periodontales en gatos. Ademas de correlacionar los hallazgos
microbioldgicos con las variables clinicas. Los resultados mostraron tres especies
bacterianas detectadas frecuentemente: P. gulae (86%), Porphyromonas circumdentaria
(70%) y Fusobacterium nucleatum (90%). La proporcion en la flora total fue alta para

P. gulae (32.5%), moderada para P. circumdentaria (8.8%) y baja para F. nucleatum
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(3.9%). Los gatos que presentaban mas del 10% de P. gulae, mostraron mayor
movilidad y recesion, con diferencias estadisticamente significativas, y una tendencia a
mayor profundidad de sondaje y pérdida de insercion.

En el Estudio 3, se caracterizaron las bacterias negro-pigmentadas aisladas en las
muestras subgingivales en gatos con enfermedades periodontales. Se analizaron
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), 65 muestras aisladas de 50
gatos. Los resultados mostraron ocho perfiles filogenéticos: P. gulae (40%), P.
gingivalis/P. gulae (36.9%) P. gulae/Porphyromonas sp. UQD 406 (9.2%), Odoribacter
denticanis (6.2%), P. gulae/Porphyromonas sp. UQD 348 (1.5%) y P. circumdentaria
(1.5%). Al comparar estos resultados con los obtenidos en el estudio previo mediante
cultivo, se observd una alta congruencia en la identificacion de P. gulae (70%),
mientras que en las colonias identificadas como P. intermedia-similar correspondian en

un 80% a P. gulae.

Conclusiones: Los resultados de esta serie de estudios han confirmado la importancia
etiolégica de las especies bacterianas negro-pigmentadas, principalmente
Porphyromonas gulae, en las enfermedades periodontales en gatos. Ademads, se
comprobd que la toma muestras microbioldgicas insertando puntas de papel de manera
subgingival mejord el recuento de bacterias periodonto-patdogenas asociadas a la
enfermedad periodontal en gatos, respecto a la técnica habitual con torunda de algodon;
se observOo una alta frecuencia de deteccion y elevadas proporciones de la flora
anaerobia cultivada de P. gulae; y finalmente, las técnicas moleculares mostraron la
presencia de P. gulae y de especies filogenéticamente muy cercanas, como O.

denticanis y P. circumdentaria.

Palabras clave: Enfermedades periodontales, gatos, Porphyromonas gulae,

Porphyromonas circumdentaria, muestra microbiologica, cultivo, técnicas moleculares.
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INTRODUCCION

1. ENFERMEDADES PERIODONTALES: CONCEPTO Y PREVALENCIA

1.1. Enfermedades periodontales en humanos

Las enfermedades periodontales estan entre las infecciones més prevalentes en humanos
(Do y cols. 2013). Son un grupo de enfermedades de causa infecciosa, y de naturaleza
inflamatoria que, en el caso de la periodontitis, cursa con la destruccion de los tejidos de
soporte del diente, pérdida de insercién y de hueso alveolar, siendo la consecuencia
final la pérdida dentaria (Lindhe y Nyman 1975). La periodontitis viene precedida de la
gingivitis, y su progresion hacia la pérdida dsea y la pérdida de insercion estd modulada
por factores microbiologicos e inmunologicos (Socransky y cols. 1984). Por eso, se
entiende la periodontitis como una enfermedad cronica causada por bacterias del
biofilm subgingival, y que requiere un huésped susceptible para poner en marcha la
reaccion inflamatoria crénica que origina la destruccion periodontal (Kornman y cols.
1997). En estudios epidemioldgicos se ha observado que la destruccion periodontal no
es la consecuencia inevitable de la gingivitis, es decir, que la gingivitis no siempre

progresard a periodontitis (Baelum y cols. 1988).

La prevalencia de la periodontitis se ha cifrado recientemente, con unos novedosos
criterios de definicidén de caso, en un 47%, basandose en una muestra de 3742 adultos
en Estados Unidos, con mas del 80% de los casos con periodontitis moderada o
avanzada (Eke y cols. 2012). Espafa seria uno de los paises europeos con mayor salud
periodontal del continente, junto con Suiza y Suecia (Konig y cols. 2010). En Europa,
se considera que alrededor del 30.5% de la poblacion adulta presenta sondajes
superiores a 4-5 mm, y hasta un 71.4% de la poblacion de entre 65 y 74 afios presenta
pérdida de insercion mayores o iguales de 6 mm (Konig y cols. 2010). En la poblacion
espafiola, se considera que mas del 25% de los adultos jovenes de 35 a 44 afos
presentan pérdida de insercion de 4-5 mm, y mas del 5% mayores o iguales a 6 mm
(Baca Garcia y cols. 1989; Bravo Pérez y cols. 2006; Llodra Calvo y cols. 2012). En la
actualidad, la prevalencia de bolsas periodontales parece haber disminuido, siendo de un
25.4% en 2005 (Llodra Calvo y cols. 2012). Sin embargo, més de la mitad de la
poblacion espafiola posee célculo subgingival, mas del 30% de los sujetos espaioles

tiene algiin grado de patologia periodontal y un 7% de los casos presentan movilidad
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dentaria (Llodra Calvo y cols. 2012). En la poblacion espafiola, se han publicado cifras
de edentulismo de hasta un 16.9%, con un numero medio de tres dientes ausentes en

pacientes menores de 44 afios, y de hasta 14 en pacientes de 65 a 74 afios (Konig y cols.

2010).

La periodontitis cronica incluye sintomas como alteraciones en el color, textura y
volumen del margen gingival, sangrado al sondaje, profundidad de sondaje, pérdida de
insercion, recesiones, pérdida de hueso de soporte, exposicion de furcas, movilidad
dentaria y pérdida dentaria. Es mas prevalente en adultos, aunque también puede ocurrir
en nifios. Se inicia y se mantiene por la placa microbiana, pero los factores del huésped
determinan la patogénesis y la tasa de progresion. La tasa de progresion en el mayor de
los casos es de lenta a moderada, aunque pueden ocurrir picos de progresion rapida. La
cantidad de destruccion del tejido periodontal tiene correlacion con la higiene oral,
niveles de placa, factores locales predisponentes, tabaco, estrés y factores de riesgo
sistémicos (Flemmig 1999).

Se puede clasificar, seglin la extension, en:

* Localizada: cuando las localizaciones afectadas son menos del 30%.

e Generalizada: cuando exceden el 30%.

La severidad se clasifica basandose en el grado de pérdida de insercion:
* Leve: I-2 mm.

e Moderado: 3-4 mm.

* Avanzada: mayor o igual a 5 mm.

Cada vez cobra mayor importancia la repercusion de las enfermedades periodontales
sobre ciertas enfermedades sistémicas (Page 1998). Numerosas investigaciones
implican a las enfermedades periodontales como factor de riesgo para algunas
condiciones sistémicas, como las enfermedades cardiovasculares, el parto prematuro, la
descompensacion de la diabetes, o las enfermedades pulmonares (Joshipura y cols.
1996; Grossi y cols. 1997; Offenbacher y cols. 1999; Beck y Offenbacher 2005; Hill
1998).
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1.2. Enfermedades periodontales en felinos

En gatos, las dos enfermedades bucodentales méas comunes son las lesiones reabsortivas
y las enfermedades periodontales, siendo la prevalencia de ésta ultima muy elevada:
concretamente, afecta a un 70% de los gatos jovenes (20 a 27 meses de edad) y un 85%
cuando son mayores de 6 afios (Lobprise y cols. 1999; Harvey y cols. 2005; Niemiec y
cols. 2008). Lo mismo ocurre en perros, donde se estima que de un 53% a un 95%

muestran algun grado de enfermedad periodontal a partir de los 5 afios.

Son enfermedades inflamatorias, inducidas por placa, que afectan a los tejidos de
soporte del diente y engloba tanto gingivitis como periodontitis. La gingivitis se
desarrolla con la presencia de placa dental, es una condicion reversible porque remite al
eliminar la placa dental. Al contrario de la periodontitis, que es irreversible porque
conlleva la destruccién de los tejidos de soporte. Por este motivo, se considera la

periodontitis una condicion debilitante.

Los signos y sintomas son inflamacién y sangrado gingival, presencia de placa, calculo,
halitosis, recesiones gingivales, bolsas periodontales y movilidad dentaria (Niemiec y
cols. 2008). Se caracteriza por tener un trascurso de evolucion lento y, en algunos casos
severos, impide a los animales comer y beber de manera 6ptima (Mallonee y cols.
1988), de tal forma que puede afectar a la salud general (Cave y cols. 2012). La
periodontitis en animales puede ocasionar efectos adversos como la anorexia, pérdida
de peso, dolor cronico, pérdida de dientes y bacteriemia, por lo tanto, la infeccién puede

afectar a otras partes del cuerpo (Nieves y cols. 1997).

El tratamiento tiene como objetivo controlar la inflamacioén tisular, devolviendo a la
encia a su condicion de salud clinica y evitando la destruccion progresiva del periodonto
(Perry y Tutt 2015). El tratamiento de las enfermedades periodontales incluye el
desbridamiento mecénico, tanto supragingival como subgingival, teniendo en cuenta la
dificultad de esta ultima, debido a la falta de visualizacion y a que la placa subgingival
se encuentra en las irregularidades de las raices. Normalmente, se recomienda usar tanto
dispositivos automadticos, como ultrasonidos, y curetas manuales (Niemiec y cols.
2008). En algunos casos de infecciones agresivas o la presencia de bacterias anaerobias
negro-pigmentadas, es necesaria la combinacion con tratamiento antimicrobiano; de

hecho, se considera las enfermedades periodontales en gatos y perros, como una de las
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patologias que mas frecuentemente requieren tratamiento antibiotico (Khazandi y cols.

2014).

Los cuidados en casa son muy importantes en el tratamiento periodontal tanto en
animales de compafiia como en humanos. En animales de compaifiia existen dos tipos de
cuidados dentales en casa: activos y pasivos. Los dos tipos son efectivos siempre que se
realicen de manera adecuada, aunque los cuidados activos se consideran el tratamiento de
referencia. Los cuidados activos consisten en cepillar los dientes de los animales de
compaiiia: se debe realizar con un cepillo blando infantil y pasta dentifrica veterinaria, ya
que las pastas humanas pueden causar dafios géstricos. La frecuencia ideal es una vez al
dia, cuando los animales tienen problemas periodontales, aunque se considera mas
realista el cepillado 3 veces a la semana. Otra opcion de cuidados activos son enjuagues
con clorhexidina. Los cuidados dentales pasivos se basan en dietas especificas basadas en
masticar. Estos métodos no requieren trabajo para el duefio de manera que el

cumplimiento es mds sencillo (Niemiec y cols. 2008).

2. LA PLACA BACTERIANA COMO BIOFILM
En humanos, es conocida la naturaleza infecciosa de las enfermedades periodontales y

la etiologia causada por bacterias especificas del biofilm subgingival.

El concepto clasico de placa bacteriana se ha redefinido con el concepto de biofilm, en
el cual las bacterias presentes no se encuentran de manera aleatoria, sino que habitan de
manera estructurada y organizada con una arquitectura consecuente con las necesidades
de la microbiota. Se define como el conjunto de comunidades bacterianas intimamente
asociadas que se adhieren tanto a superficies naturales como artificiales. Generalmente
se asocian a ambientes acuosos con una concentraciéon de nutrientes necesaria para
mantener las necesidades metabdlicas de la comunidad bacteriana (Costerton y cols.

1995).

En la ultima década, el conocimiento acerca del biofilm ha cambiado radicalmente
gracias al desarrollo de nuevas tecnologias aplicables a este campo. Estas técnicas
comprenden la aplicacién no invasiva del microscopio (por ejemplo, microscopia de

laser confocal), la publicaciéon de genomas microbianos y desarrollo de herramientas
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moleculares. Estas técnicas han demostrado que los biofilms son comunidades
altamente estructuradas, con canales que atraviesan la estructura para permitir el
intercambio de nutrientes entre bacterias mediante sistemas circulatorios (Costerton y
cols. 1995). Las especies componentes no se distribuyen de manera aleatorizada, sino
que se disponen espacial y funcionalmente de forma organizada, con una elevada

biodiversidad bacteriana.

La expresion génica varia respecto a la forma plantonica cuando las células forman
parte del biofilm, resultando en un comportamiento fenotipico completamente diferente.
Se ha propuesto que la heterogeneidad ambiental desarrollada en los biofilms puede
acelerar la diversidad fenotipica y genotipica en las poblaciones bacterianas,
constituyendo mecanismo que protege a las células de propiedades ambientales

adversas (Boles y cols. 2004).

3. PATOGENOS PERIODONTALES EN FELINOS Y HUMANOS

3.1. Especies bacterianas negro-pigmentadas en humanos

Entre el grupo de especies bacterianas asociadas a la etiologia de la periodontitis en
humanos, el papel de las especies denominadas como negro-pigmentadas ha sido
ampliamente estudiado, y la importancia de Porphyromonas gingivalis como indicador
de riesgo del inicio y progresion de la periodontitis en humanos estd bien establecido.
La prevalencia de P. gingivalis en sujetos sanos periodontalmente varia entre un 10% y
un 25%, mientras que en sujetos que padecen periodontitis varia de un 59% a un 79%

(van Winkelhoff'y cols. 2002).

Las bacterias negro-pigmentadas se han asociado generalmente a infecciones mixtas y
fueron clasificadas en varios grupos segiin Burdon (1928) y Macdonald y cols. (1960).
En los afios 1970 se reclasificaron segiin su actividad sacarolitica: asacaroliticas (P.
gingivalis), nivel intermedio de fermentacion de carbohidratos (Prevotella intermedia) y

actividad altamente sacarolitica (Prevotella melaninogenica).

Segun el World Workshop in Periodontology (Consensus Report 1996), P. gingivalis se

considera como uno de los patdégenos periodontales con asociacion fuerte a enfermedad,
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en base a los criterios de Socransky, junto con Aggregatibacter actinomycetemcomitans

y Tannerella forsythia.

P. gingivalis es un bacteria Gram-negativa, anaerobia, no motil. Forma colonias de color
café, con zonas de hemolisis en las placas de agar sangre. Posee hemaglutininas que
participan del proceso de hemaglutinacion de las células rojas sanguineas, con la
capacidad de unioén a los eritrocitos y adherencia a células epiteliales. Tiene crecimiento
lento y es necesario incubarla al menos durante 7 dias. Forma colonias redondas,
convexas, uniformes y de margenes bien definidos, de coloracién verdosas, pardas o
negras debido a la hemina que almacena en la superficie celular. Puede tardar 2 semanas

en adquirir la pigmentacion oscura y poseen un didmetro de 1-2 mm (Sanz y cols. 2004).

Se conoce como un patdgeno clave en la periodontitis cronica debido a sus factores de
virulencia y de colonizacion (van Winkelhoff y cols. 1988). Se ha observado que induce
un elevado niimero de respuestas inmunoldgicas tanto a nivel local como sistémico en
sujetos con varias formas de periodontitis (Haffajee y Socransky 1994). Dentro de los
factores de virulencia mas importantes de P. gingivalis se encuentra la capacidad de la
bacteria de invadir las células epiteliales humanas (Rudney y cols. 2001) y esto se ha

asociado a la presencia de fimbrias.

Dentro del grupo de las especies negro-pigmentadas, Prevotella intermedia es la segunda
en recibir un interés considerable. Es Gram-negativa, anaerobia y se ha observado que su
presencia es elevada en gingivitis necrosante (Loesche y cols. 1982), en algunas formas
de periodontitis (Herrera y cols. 2000) y en localizaciones con destruccion periodontal en
periodontitis crénica (Tanner y cols. 1996; Lopez 2000). Forma colonias redondas,

convexas y de color negro.

La presencia de P. gingivalis en solitario (Grossi y cols. 1994) o en combinacion con P.
intermedia (Beck y cols. 1990, 1992; Feng y cols. 2014) se ha identificado como
indicador de riesgo de periodontitis. De la misma manera, ambos patégenos juegan un
papel importante como factores prondstico de destruccion periodontal futura (Machtei y
cols. 1997; Cugini y cols. 2013). Por el contrario, en condiciones de salud oral, se

encuentran en bajas proporciones.
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3.2. Especies bacterianas negro-pigmentadas en felinos
En las enfermedades periodontales en gatos, la literatura es relativamente escasa, aunque
la mayor parte de los estudios remarcan la importancia en la etiologia de las

enfermedades periodontales de las especies bacterianas negro-pigmentadas.

Las bacterias en la placa dental se encuentran organizadas en biofilm microbianos
compuestos por comunidades complejas de micro-organismos. Se han identificado en
estos biofilms alrededor de 500 especies en la boca de perros y gatos, sanos y enfermos
(Harvey y cols. 1995). En condiciones de salud periodontal, las bacterias asociadas al
biofilm son en su mayoria cocos y bacilos Gram positivos, incluyendo Streptococcus
spp., Actinomyces spp., y otros anaerobios facultativos (Harvey y cols. 1995). Por el
contrario, en condiciones de enfermedades periodontales, las bacterias Gram-negativas
anaerobias estrictas forman de manera mayoritaria el biofilm subgingival, siendo los
géneros mas prevalentes Porphyromonas, Prevotella y Fusobacterium (Norris y Love
1999, 2000. 2001; Fournier y cols. 2001). Ademas, las unidades formadoras de colonias
de anaerobios tanto facultativos como estrictos se consideran un predictor de la

enfermedad periodontal en gatos (Norris y Love 1999).

Dentro de las bacterias anaerobias facultativas y estrictas, el género bacteriano mas
estudiado son Porphyromonas spp. (Norris y Love 1999, 2000; Love y cols. 2002). La
presencia de Porphyromonas spp. y el aumento de su prevalencia se ha asociado con la
enfermedad periodontal y su severidad (Mallonee y cols. 1988; Harvey y cols. 1995;
Harvey y cols. 2005; Perez-Salcedo y cols. 2013; Khazandi y cols. 2014). Norris y Love,
en 1999, realizaron un estudio donde se calculd el coeficiente de correlacion entre las
unidades formadoras de colonias de las especies de Porphyromonas y el grado de
enfermedad periodontal, y se obtuvo un resultado estadisticamente significativo de R=

0.5.

Porphyromonas gulae es una especia relativamente nueva (Fournier y cols. 2001),
aislada en el surco gingival de varios animales, siendo una cepa diferente a P. gingivalis
en humanos. Este microorganismo es Gram-negativo, no motil, no forma esporas, y es un
bacilo que crece preferentemente en forma de colonias negropigmentadas en un

ambiente anaerobio estricto con metabolismo asacarolitico.
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Ademés de P. gulae, se han estudiado en gatos otras dos especies de Porphyromonas,
Porphyromonas circumdentaria 'y Porphyromonas salivosa. Se ha evaluado la
correlacion entre las unidades formadoras de colonias de cada una de estas especies y el
grado de enfermedad periodontal, siendo R= 0.5 para P. gulae (como se ha visto antes),
0.2 para P. salivosa y 0.1 para P. circumdentaria, de tal forma que se considera a las tres

especies como predictores de la enfermedad periodontal en gatos (Norris y Love 1999,

2000).

La importancia de las bacterias negro-pigmentadas en la etiologia de las enfermedades
periodontales en humanos se debe a los factores de virulencia. Existe mucha literatura
acerca de las fimbrias de varias cepas de P. gingivalis, debido a su importancia en la
colonizacién y la invasion tisular. Por el contrario, existe muy poca informacién acerca
de las fimbrias de las especies de Porphyromonas en gatos. Collins y Love (1992)
describieron la presencia de abundantes fimbrias en la superficie de cepas felinas de P.
gingivalis, P. circumdentaria y P. salivosa. Norris y Love (2001) realizaron el primer
estudio que describe la respuesta de los anticuerpos en suero a las fimbrias aisladas de P.
salivosa, y su asociacion con el grado de enfermedad periodontal. Sugirieron que P.
salivosa es un organismo importante, presente en la cavidad oral de gatos con diferentes
grados de enfermedad periodontal, y que tiene un alto potencial inmune en la boca de
gatos, siendo més alto cuanto mas sea la severidad de enfermedad periodontal. A su vez,
se observa como las fimbrias de P. salivosa mantienen similitud fisica con las descritas

en P. gingivalis en humanos.

Otra bacteria negro-pigmentada asociada a las enfermedades periodontales en perros es
Odoribacter denticanis, previamente llamada Porphyromonas denticanis, que es una
bacteria negro-pigmentada, anaerobia, Gram-negativa, no motil, fusiforme y catalasa

positiva (Lobprise 2006; Hardham y cols. 2008).

De manera adicional, se ha sugerido que la presencia de Porphyromonas spp. se debe
tener en cuenta en el tratamiento de las enfermedades periodontales en gatos domésticos
(Norris y Love 1999). De manera similar, O. denticanis, P. gulae y P. salivosa se han
identificado como patdgenos significativos en la etiologia de la periodontitis canina

(Boyce y cols. 1995; Lobprise 2006).
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3.3. Tannerella forsythia

Tannerella forsythia es un bacilo fusiforme, Gram-negativo, anaerobio estricto, no
motil. Junto con P. gingivalis y Treponema denticola forma el cluster rojo, que es el
mas asociado a patologia periodontal en humanos (Socransky y cols. 1998). Requiere

acido N-acetilmurdmico para que pueda crecer.

En humanos, se ha observado su presencia en periodontitis, lesiones de progresion
activa y en abscesos periodontales (Herrera y cols. 2000; van Winkelhoff y cols. 2002;
Lau y cols. 2004). En un estudio, se analizé la microbiota subgingival de 114 pacientes,
con periodontitis cronica, de poblaciones de Chile, Colombia y Espaiia, y se calculo la
frecuencia de distribucion de 9 patégenos periodontales, incluyendo 7. forsythia. En los
resultados se observé que la poblacion colombiana tenia la periodontitis mas severa, con
profundidades de sondaje significativamente mayores, y asociandose a un predominio
de T. forsythia (36-39%), comparado con la poblacion chilena (menor frecuencia de
deteccion) (Herrera y cols. 2008). Se considera que la prevalencia de Tannerella

forsythia en sujetos sanos periodontalmente es del 48% mientras que en pacientes

periodontales es del 91% (van Winkelhoff y cols. 2002).

T. forsythia se ha aislado en mordeduras de gatos (Hudspeth y cols. 1999) y se ha
asociado a la enfermedad periodontal en gatos. La prevalencia en gatos sanos es del 89%
en las muestras analizadas mediante cultivo y del 98% en las muestras analizadas
mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), mientras que en gatos que padecen
enfermedad periodontal se observo en el 100% de los muestras analizadas con ambos
métodos (Booij-Vrieling y cols. 2010). A pesar de que la presencia de este patdogeno es
muy elevada tanto en gatos sanos como enfermos, la carga bacteriana medida de
unidades formadoras de colonias era significativamente mayor en gatos que padecen

enfermedad periodontal comparado con gatos sanos (Booij-Vrieling y cols. 2010).

3.4. Fusobacterium nucleatum

Fusobacterium nucleatum es un bacilo con forma de huso, no forma esporas, no es
motil, es anaerobio y Gram-negativo. No posee fimbrias, pili ni flagelos, pero cuenta
con una capsula mucopolisacérida, de grosor variable, que pudiera ser importante en su
capacidad patogénica. Las colonias no tienen caracteristicas tipicas ni consistentes, por

lo que no resulta util para su identificacion visual.
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Este patdogeno es altamente prevalente en sujetos con periodontitis (Socransky y
Haffajee 2002) y en abscesos periodontales (Herrera y cols. 2000). Uno de los factores
de virulencia més importantes de este microorganismo en la patogenia de la enfermedad
periodontal es la co-agregacion. Se trata de un fendmeno altamente especifico, que no
se establece entre cualquier especie. De acuerdo con la revision de Kolenbrander y cols.
(2002), la presencia de F. nucleatum precede a T. denticola y P. gingivalis en la
sucesion bacteriana y, puede que sea necesaria para que éstas lleguen a unirse al

biofilm.

En gatos, el estudio de F. nucleatum en la asociacion con la enfermedad periodontal ha
sido muy escaso. Se ha observado la presencia de este patdgeno en abscesos
subcutaneos en gatos, siendo F. nucleatum el patdogeno anaerobio mas frecuentemente
detectado (Hoshuyama y cols. 1996). También se ha aislado en muestras subgingivales
de perros que padecen enfermedad periodontal mientras que Fusobacterium russi se

aislo en gatos (Khazandi y cols. 2014).

4. METODOLOGIA MICROBIOLOGICA PARA EL ESTUDIO DE LA
MICROBIOTA SUBGINGIVAL PATOGENA

4.1. Toma de muestras microbiolégicas

En el estudio de la microbiota asociada a las enfermedades periodontales, la técnica
habitual de tomas de muestras microbioldgicas en gatos es la torunda de algodon (Norris
y Love 1999, 2000), mientras que en humanos se utilizan las puntas de papel y las
curetas (Casas y cols. 2007). Incluso en investigaciones recientes se siguen usando
torundas de algodon en gatos (Booij-Vrieling y cols. 2010), aunque la toma de muestras
subgingivales con puntas de papel en gatos se haya propuesto en el pasado (Mallonee y
cols. 1988). En otros estudios, el método usado para tomar las muestras microbiologicas
no estd explicado (Allaker 2002; Harvey y cols. 2005). Por lo tanto, no existe ningin
estudio que compare la eficacia de diferentes métodos de toma de muestras para evaluar

la microbiota subgingival en gatos.
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4.2. Procesamiento de las muestras microbiologicas: cultivo

La técnica de cultivo en el procesamiento de muestras microbiologicas es el
procedimiento de referencia. Sus dos mayores ventajas son la capacidad de identificar a
microorganismos no buscados y la posibilidad de evaluar susceptibilidades a
antimicrobianos. Sus defectos son los requerimientos de tiempo, dinero, conocimientos
especificos, personal cualificado y la imposibilidad de cultivar mas de la mitad de los

microorganismos presentes en la microbiota bucal.

Las fases del cultivo son: toma de muestras, transporte, dispersion, dilucion, incubacion,
medios de cultivo e identificacion. La identificacion se basa en diferentes criterios que se

aplican de manera sucesiva, hasta alcanzar una identificacion de presuncion:

. Morfologia de la colonia

. Hallazgos al microscopio

. Tolerancia al oxigeno

. Caracterizacion bioquimica

Para alcanzar la identificacion definitiva son necesarias técnicas de evaluacion de la

secuencia de ADN.

4.3. Procesamiento de las muestras microbiologicas: técnicas moleculares

Aunque la técnica de cultivo es la referencia de las técnicas de procesamiento de
muestras microbiologicos, tiene algunas limitaciones en cuanto a la identificacion de
especies bacterianas (Perez-Salcedo y cols. 2015), y en varios estudios se han utilizado
técnicas moleculares para estudiar estas especies en diferentes muestras bioldgicas
(Grimont y Grimont 1986; Rudney y Larson 1994; Mota y cols. 2006; Riggio y cols.
2008).

Los estudios con técnicas moleculares permiten discernir especies relevantes diferentes
entre especies bacterianas semejantes. Aunque P. gulae es semejante a P. gingivalis del
humano, difiere en la actividad frente a catalasa (Laliberte y Mayrand 1983) y a la
especificidad antigénica (Parent y cols. 1986), de manera que se sugiere la existencia de

dos biotipos. Los andlisis realizados sobre la secuencia del gen 16S rARN y los datos de
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hibridacion ADN-ADN demuestran que Porphyromonas de origen humano (P.
gingivalis) es diferente de Porphyromonas de origen animal (P. gulae, P.
circumdentaria, Odoribacter denticanis, Porphyromonas gingivicanis) (Fournier y cols.
2001; Conrads y cols. 2005). En un estudio de 2008, se determinaron las relaciones
filogenéticas de una muestra de Porphyromonas catalasa positiva, previamente
caracterizada como P.gingivalis-similar aisladas en animales marsupiales, y compararon
los resultados con P. gulae y P. gingivalis, asi como con otras especies de
Porphyromonas. Los resultados del andlisis filogenético identificaron tres grupos
distintos de cepas. El grupo 1 contenia P. gingivalis de origen humano. El grupo 2
contenia P. gulae de origen de animales tanto marsupiales como no marsupiales. Y el
grupo 3 contenia cepas de animales marsupiales distintas de P. gulae, de manera que se
puede intuir que constituye una nueva especie de Porphyromonas (Mikkelsen y cols.
2008). Esta distincion ha sido posible gracias a técnicas de biologia molecular. Hoy en
dia estas técnicas moleculares son capaces de proporcionar una identificacion mas exacta

y segura de los microorganismos analizados (Schlegel y cols. 2003).

De entre las diferentes técnicas de biologia molecular, realizadas tras la extraccion
adecuada de ADN, tanto la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa, conocida
como PCR por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction) y el analisis del
fragmento de restriccion de ADN ribosomal amplificado denominado ARDRA por sus
siglas en inglés (amplified ribosomal rADN restriction analysis), son métodos generales
de identificacion y tipificacion (Grimont y Grimont 1986), ademas de ser técnicas

rapidas y eficientes.

Debido a la relevancia de las enfermedades periodontales en la salud y bienestar de los
gatos y la importancia etiologica de estos patdogenos, tanto en términos de su presencia
relativa en la microbiota subgingival o como reservorio de periodonto-patdogenos y
posible vector de transmision para infecciones orales humanas, el estudio de estas

bacterias en gatos es muy relevante.
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JUSTIFICACION

En gatos, las enfermedades periodontales tienen una alta prevalencia, e incluyen tanto la
gingivitis y la periodontitis: la primera es reversible al eliminar la placa dental, mientras
que la periodontitis es irreversible, ya que conlleva la destruccion del periodonto y tiene
como ultima consecuencia la pérdida dentaria (Lobprise y cols. 1999; Harvey y cols.
2005; Niemiec y cols. 2008). La periodontitis es una enfermedad inflamatoria de causa
bacteriana, que se considera una condicion debilitante al producirse pérdida de los
tejidos periodontales, por lo tanto afecta a las condiciones de salud general del gato, ya

que dificulta su alimentacion (Mallonee y cols. 1988; Cave y cols. 2012).

La importancia de las especies bacterianas negro-pigmentadas en la etiologia de las
enfermedades periodontales en gatos es conocida, aunque la literatura es relativamente
escasa. Dentro de este grupo el género mas estudiado es Porphyromonas spp. estando su
presencia asociada a la severidad de la enfermedad (Mallonee y cols. 1988; Norris y
Love 1999, 2000, 2001; Mikkelsen y cols. 2008; Booij-Vrieling y cols. 2010). Dentro
del género, tanto P. gulae, P. circumdentaria como P. salivosa son especies bacterianas
asociadas con las enfermedades periodontales y su severidad en gatos (Norris y Love

1999, 2000).

El estudio de las diferentes especies bacterianas presentes en la boca asociadas a
enfermedades periodontales en gatos es importante, no solo para la prevencion,
diagnostico y tratamiento de la misma, sino que la presencia de bacterias en animales de
compaifiia es un reservorio de periodonto-patégenos (Booij-Vrieling y cols. 2010) y

posible vector de transmision para infecciones orales humanas.

Existe poca literatura que estudie la microbiota subgingival en gatos con enfermedades
periodontales, y la mayoria de los estudios han usado la torunda de algodon sobre el
margen gingival como método de toma de muestras microbioldgicas, mientras que en
humanos la técnica habitual de toma de muestras es con puntas de papel, de manera
subgingival. Del mismo modo, se considera relevante el uso de técnicas moleculares

como ayuda en la identificacion de los posibles patdgenos.
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HIPOTESIS

Hipatesis general

El estudio de la microbiota subgingival en gatos con enfermedades periodontales, con la
metodologia de toma de muestras, de procesado y de identificacion adecuados (basadas
en los estudios en humanos), confirma el papel patogénico de Porphyromonas gulae,

entre otras especies bacterianas negro-pigmentadas.

Hipotesis especificas

- Las muestras microbiologicas tomadas con puntas de papel, comparadas con la
toma de muestras mediante torunda de algodon, obtendran recuentos bacterianos mas
fiables y una descripcidon mas exacta en cuanto a la carga bacteriana y su composicion,

en el estudio de la microbiota subgingival en gatos con enfermedades periodontales

(Estudio 1).

- Existe una asociacion entre la presencia de patdgenos putativos (incluyendo
Porphyromonas spp.) subgingivales en gatos y las variables clinicas asociadas con las

enfermedades periodontales (Estudio 2).

- Las técnicas moleculares permiten la identificacion adecuada de especies
bacterianas negro-pigmentadas, presentes en la placa subgingival de gatos que padecen
enfermedades periodontales, siendo los resultados més fiables que los obtenidos con la

técnica de cultivo microbioldgico (Estudio 3).
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OBJETIVOS

Objetivo principal
Estudiar la microbiota subgingival de gatos y su asociacion con las enfermedades

periodontales, validando las metodologias empleadas en estudios en humanos.

Objetivos especificos
- Comparar dos métodos de toma de muestras para estudiar la microbiota

subgingival asociada a la enfermedad periodontal en gatos (Estudio 1).

- Evaluar la presencia y proporciones de los patdgenos implicados en la
enfermedad periodontal en gatos y correlacionar los resultados con las variables clinicas

(Estudio 2).

- Caracterizar, mediante técnicas moleculares, las especies bacterianas negro-
pigmentadas aisladas, procedentes del surco gingival de gatos con enfermedad

periodontal (Estudio 3).
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Estudio 1: Pérez-Salcedo L., Herrera D., Esteban-Saltiveri D., Leon R., Jeusette 1.,
Torre C., O’Connor A., Gonzalez 1., Sanz M. (2011) Comparison of two sampling
methods for microbiological evaluation of periodontal disease in cats. Veterinary

Microbiology 149, 500-503.

Comparacion de dos métodos de toma de muestras microbiolégicas para evaluar

las enfermedades periodontales en gatos.

Antecedentes. Las enfermedades periodontales en gatos son muy prevalentes, y su
etiologia se asocia a las bacterias localizadas en la microbiota subgingival, siendo las
especies de Porphyromonas el género mas relevante. La técnica convencional de toma
de muestras microbioldgicas en gatos, es con torunda de algodon sobre el margen
gingival, sin embargo en humanos la técnica usada es con puntas de papel en la bolsa
periodontal.

Objetivos. El objetivo fue comparar dos estrategias de toma de muestras, subgingival
con puntas de papel y supragingival con torunda de algodon, para la evaluacion de la
microbiota asociada a las enfermedades periodontales en gatos.

Material y Métodos. Se disend un estudio piloto, en el que se evalud clinica y
microbioldgicamente a 10 gatos. Se utilizaron dos estrategias microbiologicas: (1)
Subgingival: se seleccionaron 4 localizaciones, una por cuadrante, basandose en
profundidad de sondaje, sangrado y facil acceso; se introdujeron 2 puntas de papel
consecutivas en la bolsa periodontal, y se mantuvieron durante 10 segundos; todas las
puntas se introdujeron en un vial de fluido de transporte reducido (RTF), y se enviaron
al laboratorio en un periodo de 24 horas. (2) Supragingival: tras eliminar el exceso de
saliva, con una torunda de algodon estéril humedecida en RTF se frotd sobre el margen
gingival y el esmalte adyacente de canino superior derecho, alrededor de 20 veces; la
torunda se separd en un vial con RTF y se envi6 al laboratorio en un periodo de 24
horas. Las muestras se cultivaron en agar sangre, tanto con incubacidén aerobia como
anaerobia, en Dentaid-1 para identificar Aggregatibacter actinomycetemcomitans y
entéricos y en un medio especifico para Bartonella henselae.

Resultados. Los resultados mostraron mayores recuentos de anaerobios para las puntas
de papel (6.5 = 0.5) con diferencias estadisticamente significativas (p=0.03) al
compararlas con torunda de algodon (5.5 £ 1.1). Ademas, el uso de puntas de papel

aumentd la frecuencia de deteccion de la mayoria de los patogenos, reduciendo el
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numero de falsos positivos para Porphyromonas gulae (100% con puntas de papel y
80% con torunda de algodon). Se observaron los mismos resultados para Fusobacterium
nucleatum, mientras que para Porphyromonas circumdentaria solo una muestra fue
negativa.

Conclusiones. Los recuentos bacterianos fueron significativamente mayores para las
bacterias anaerobias y se observo una mayor frecuencia de deteccion de los patdogenos
periodontales putativos cuando la toma de muestras microbioldgicas se realizd con

puntas de papel, en gatos con enfermedades periodontales.
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Background: Periodontal disease in cats is highly prevalent, and its aetiology is associated
to bacteria located in the subgingival microbiota, being Porphyromonas sp. the most
prevalent genus. The conventional technique to sample the subgingival microbiota is the
use of cotton swabs over the mucosa and teeth; however the use of subgingival paper
points could improve the bacterial recovery.
Aim: The objective was to compare two microbial sampling approaches for the evaluation
of the periodontal disease-associated microflora in cats.
Methods: The study was designed as a pilot study. Ten cats were clinically evaluated and
sampled under sedation. Subgingival pooled samples were collected from four sites. In
parallel, samples were obtained with a cotton swab, by striking over the gingival margin
and surface of the upper right canine. Samples were cultured on blood agar (aerobic and
anaerobic incubation), Dentaid-1 (for Aggregatibacter actinomycetemcomitans and
enterics), and a specific medium for Bartonella henselae.
Results: For total anaerobic counts, paper point samples (6.59 +0.5) demonstrated
significantly higher counts (p = 0.03) than cotton swab samples (5.54 + 1.1). Moreover, the
use of paper points increased the frequency detection of most pathogens thus reducing false
negatives for Porphyromonas gulae (100% with paper points samples and 80% with cotton swab
samples).
Conclusions: Significant higher recoveries of anaerobic bacteria and more frequent
detection of putative periodontal pathogens was observed when microbiological sampling
was performed with paper points, in cats with periodontal disease.

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

(Harvey, 2005; Lobprise et al., 1999; Niemiec, 2008). The
typical signs and symptoms of these conditions include

Periodontal diseases are very common in cats. In the USA,
it is estimated that 70% of cats aged between 20 and 27
months and 85% of cats older than 6 years old, are affected
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gingival inflammation and bleeding, visible plaque accu-
mulation, calculus, halitosis, gingival recession, periodontal
pocket formation and mobile teeth (Niemiec, 2008).

The underlying aetiology of periodontal diseases is
infectious, from the bacteria residing in dental plaque,
which is a characteristic microbial biofilm composed of
complex communities of micro-organisms. Around 500
bacterial species have been identified to date in these
biofilms, both in healthy and diseased oral cavities from
dogs and cats (Harvey et al., 1995).
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ESTUDIO 2
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Estudio 2: Pérez-Salcedo L., Herrera D., Esteban-Saltiveri D., Leon R., Jeusette 1.,
Torre C., O’Connor A., Gonzalez 1., Sanz M. (2013) Isolation and identification of
Porphyromonas spp. and other putative pathogens from cats with periodontal

disease. Journal of Veterinary Dentistry 30 (4): 208-213.

Aislamiento e identificacion de las especies de Porphyromonas y otros patégenos

putativos asociados a gatos con enfermedades periodontales.

Antecedentes: La etiologia de la enfermedad periodontal en humanos y la importancia
de las bacterias especificas es bien conocida. Dentro de este grupo de bacterias, el papel
de las bacterias negro-pigmentadas ha sido ampliamente estudiado, y la importancia de
Porphyromonas gingivalis como indicador de riesgo para el inicio y progresion de la
periodontitis es conocido. Sin embargo, en gatos los estudios acerca de la etiologia de
las enfermedades periodontales son relativamente escasos.

Objetivos: El objetivo de este estudio fue evaluar la microbiota subgingival y
determinar los periodonto-patdgenos mds prevalentes implicados en las enfermedades
periodontales felinas, y a su vez correlacionar estos hallazgos con las variables clinicas
evaluadas.

Material y métodos: La muestra consistié en 50 gatos, 40 gatos sumados a los 10
evaluados en el estudio previo, a los que se les realizd un examen clinico, bajo sedacion.
Se midi6é profundidad de sondaje, nivel de insercion, indice gingival, de placa, de
calculo, de grosor de placa, de grosor de calculo y por ultimo movilidad dentaria.
Posteriormente, se tomaron muestras microbioldgicas subgingivales, como se describe
en el Estudio 1, que se procesaron mediante cultivo en agar sangre y Dentaid-1. Los
patégenos sospechosos se identificaron, subcultivaron y se preservaron. Las
asociaciones entre las variables clinicas y los hallazgos microbiologicos se realizaron
mediante coeficientes de correlacion (CC). Ademas, los gatos se estratificaron en
subgrupos en relacion a la presencia de los patdgenos putativos.

Resultados: Se detectaron tres especies bacterianas con alta frecuencia:
Porphyromonas gulae (86%), Porphyromonas circumdentaria (70%) y Fusobacterium
nucleatum (90%). La proporcion media en la flora total fue alta para P. gulae (32.5%),
moderada para P. circumdentaria (8.8%) y baja para F. nucleatum (3.9%) . Entre las
variables clinicas; la movilidad dentaria se correlaciond (CC>0.5, p<0.001) con

recesion, profundidad de sondaje, nivel de insercidn, indice gingival e indice de célculo

35



(CC=0.29, p<0.04), asi como con los recuentos bacterianos totales (CC=0.38, P<0.006).
Los gatos con mas del 10% de P. gulae mostraron mas movilidad dentaria (p=0.014) y
recesion (p=0.038), con diferencias estadisticamente significativas, y una tendencia a
mayor profundidad de bolsa (p=0.084) y pérdida de insercion (p=0.087).

Conclusiones: Los resultados de este estudio transversal confirman que P. gulae es el

patégeno mas relevante en las enfermedades periodontales en gatos.
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Isolation and Identification of Porphyromonas spp. and Other
Putative Pathogens from Cats with Periodontal Disease

L. Pérez-Salcedo, DDS; D. Herrera, DDS, PhD; D. Esteban-Saltiveri, DVM; R. Le6n; BSD, PHD;
l. Jeusette, DVM; C. Torre, DVM; A. O Connor, BSD; |. Gonzalez, DP; M. Sanz, DDS, PhD

Summary:

The purpose of this study was to evaluate the subgin-
gival microbiota and determine the most prevalent
periodontal pathogens implicated in feline periodon-
tal disease and to correlate these findings with the
clinical periodontal status. Subgingival microbiological
samples were taken under sedation from 50 cats with
clinical signs of periodontal disease. Pooled paper point
samples from 4 selected subgingival sites were cultured
on blood agar and on Dentaid-1 medium. Suspected
pathogens were identified, subcultured, and preserved.
The association between the microbiological findings
and the clinical status was studied using correlation
coefficients (CC). In addition, cats were stratified in
subgroups according to presence of putative pathogens,
and comparisons were carried out using unpaired t-test.
Three bacterial species were frequently detected includ-
ing Porphyromonas gulae (86 %), Porphyromonas cir-
cumdentaria (70 %) and Fusobacterium nucleatum (90
%). The mean proportion of total flora was high for P
gulae (32.54 %), moderate for P circundentaria (8.52
%), and low for E nucleatum (3.96 %). Among the clini-
cal variables, tooth mobility was correlated (CC > 0.50,
p <0.001) with recession, pocket depth, attachment level,
gingival index, and calculus index (CC = 0.29, p = 0.04)
as well as with total bacterial counts (CC = 0.38, p =
0.006). Cats with more than 10 % of P. gulae showed sig-
nificantly more mobility (p = 0.014) and recession (p =
0.038), and a tendency for deeper probing pocket depths
(p = 0.084) and attachment loss (p = 0.087). The results
from this cross-sectional study confirmed that P gulae is
the most relevant pathogen in periodontal disease in cats.
J Vet Dent 30 (4); 208-213, 2013

Introduction

Periodontal disease is a very common condition in cats
and its prevalence has been reported as affecting up to 70 %
of cats between 20 and 27-months-old and up to 85 % of cats
older than 6-years."

In humans, there is no doubt concerning the infectious
nature of periodontal diseases and the etiological importance
of the colonization by specific bacteria of the subgingival
biofilm.>* Among these putative pathogens, the role of
black-pigmented Bacteroides in human oral infections has
been widely studied and the importance of Porphyromonas
gingivalis as a significant risk indicator for the initiation
and progression of periodontitis in humans has been
well established.™ In feline periodontal disease, the most
studied genera are Porphyromonas spp.*'* The presence of
Porphyromonas spp. and their increased prevalence have been

208 J VET DENT Vol. 30 No.4 Winter 2013

associated with periodontal disease and its severity.” It has
been suggested that the presence of Porphyromonas spp. in
felids must be considered when treating periodontal diseases
in domestic cats."

Porphyromonas gulae is a relatively new species isolated
from the gingival sulcus of various animal hosts, being different
from the related strains of P gingivalis in humans. This
microorganism is a Gram-negative, non-motile and non-spore
forming, rod shaped bacterium that preferentially grows as
black pigmented colonies in an obligate anaerobic environment
with an asaccharolytic metabolism." In addition to P gulae,
two other Porphyromonas spp. have been studied in cats
(Porphyromonas circumdentaria, Porphyromonas salivosa),
both also being associated with periodontal disease."'

The hypothesis of the present cross-sectional clinical
investigation was the existence of an association between the
presence of putative pathogens (including Porphyromonas
spp.) in the cat’s subgingival environment, with clinical
variables associated with periodontal disease. Therefore, the
objective was to evaluate the presence and proportions of
periodontal pathogens implicated in feline periodontal disease
and to correlate these findings with periodontal clinical status.

Materials and Methods

Feline population: Cats with visual clinical signs of
inflammation were consecutively selected among cats
scheduled for a veterinary procedure that required sedation, in
a private clinical setting. Physical examination was performed
before any procedure to assess risks related to sedation.
Owners were informed of the objectives of the additional oral
procedure and signed an informed consent, approved by an
animal ethics committee. All cats were systemically healthy
except 4 cats with chronic renal insufficiency, 1 cat positive
for feline leukemia virus (FeLV), and 1 cat had lymphoma.
Cats were sedated with dexmedetomidine® (0.025 mg/kg) and
butorphanol® (0.25 mg/kg) IM; induction with ketamine* (5.0
mg) IM or IV; and, maintenance after intubation with oxygen
and 2 % isofluorane’. The cats selected were 22 females and
28 males with a mean age of 9.0-years (SD 3.99; range 1-20).

Clinical evaluation: A periodontal clinical examination was
performed, with registration of the following clinical variables
at 6 sites per tooth (except tooth mobility) for 3 teeth in each
quadrant: canine, third, and fourth premolar teeth. Data from
all sites within a cat were averaged to calculate the overall
index or value for each cat.

Gingival index (GI)”: 0 = absence of inflammation; 1
= mild inflammation without bleeding on probing; 2 =
mild inflammation with bleeding on probing; 3 = moderate


http://web.b.ebscohost.com/abstract?site=ehost&scope=site&jrnl=08987564&AN=99021575&h=b5W4vXRQ1ib3ULgyewNZ%2fOmeHHoR0o6o4TyUYFahKlkaD8PY76b6E7IHl%2fwgtHcd6ZeA2FpjKwLllEK%2bJD8tNA%3d%3d&crl=f&resultLocal=ErrCrlNoResults&resultNs=Ehost&crlhashurl=login.aspx%3fdirect%3dtrue%26profile%3dehost%26scope%3dsite%26authtype%3dcrawler%26jrnl%3d08987564%26AN%3d99021575

ESTUDIO 3
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OsiecTives: To characterise the black-pigmented bacterial species found in the subgingival samples of

cats with periodontal disease using molecular-based microbiological techniques.

MetHops: Sixty-five subgingival samples obtained from 50 cats with periodontal disease were analysed

by polymerase chain reaction amplified ribosomal DNA restriction analysis and cloning and sequencing

of the 16S rRNA genes.

ResuLts: Among the 65 subgingival samples, eight phylogenetic profiles were obtained, of which the

most prevalent species were: Porphyromonas gulae (40%), P. gingivalis/P. gulae (36-9%), P. gulae/
Porphyromonas sp. UQD 406 (9:2%), Odoribacter denticanis (6-2%), P. gulae/Porphyromonas sp. UQD

348 (1-5%) and P. circumdentaria (1-5%). When compared with the species resulting from biochemical

diagnosis, the identification of P. gulae was congruent in 70% of the cases, while colonies identified as

P, intermedia-like corresponded in 80% of cases to P. gulae.

CunicaL SiaNIFicance: The use of molecular-based microbiological diagnostic techniques resulted in a pre-
dominance of Porphyromonas spp. in the subgingival plaque of cats suffering from periodontal disease.

Further characterisation of these bacteria identified P. gulae, O. denticanis and P circumdentaria. The

more frequently detected phylogenetic profiles corresponded to P. gingivalis and P. gulae.

Journal of Small Animal Practice (2015) 56, 270-275
DOI: 10.1111/jsap.12319

Accepted: 12 November 2014

INTRODUCTION

Periodontal disease is the most prevalent infection in humans
(Do et al. 2013). Similarly, it is highly prevalent in cats, affecting
70% of young animals (20 to 27 months of age) and 85% when
older than 6 years (Lobprise ez a/. 1999, Harvey 2005, Niemiec
2008). This condition usually progresses slowly and occasionally
makes the animals reluctant to eat or drink properly (Mallonee
er al. 1988), thus having the potential for impacting general
health and wellbeing (Cave ez al. 2012).

In humans, the aetiological importance of specific pathogens
in the initiation and progression of periodontal disease has been

270 Journal of Small Animal Practice «

well established. Among these bacteria, Porphyromonas gingivalis,
because of its colonisation and virulence characteristics, is a key
pathogen in chronic periodontitis (van Winkelhoff ez 2/ 1988).
In fact, the presence of these bacterial species, either alone (Grossi
et al. 1994) or in combination with Prevotella intermedia (Beck
et al. 1990, 1992, Feng et al. 2013) has been identified as a risk
indicator of periodontitis. Similarly both bacterial species play a
significant role as prognostic factors for future periodontal break-
down (Machtei ez al. 1997, Cugini er al. 2013). In healthy oral
conditions, these bacteria are usually found in low levels.

P gingivalis is a black-pigmented bacterial species, forming
black-pigmented colonies after several days of incubation in

Vol 56 « April 2015 « © 2015 British Small Animal Veterinary Association
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Estudio 3: Pérez-Salcedo L., Laguna E., Sanchez M.C., Marin M.J., O'Connor A.,
Gonzalez 1., Sanz M., Herrera D. (2015) Molecular identification of black-

pigmented bacteria from subgingival samples of cats suffering from periodontal

disease. Journal of Small Animal Practice 56 (4): 270-275

Identificacion molecular de bacterias negro-pigmentadas de muestras

subgingivales en gatos que padecen enfermedades periodontales

Antecedentes: En gatos, la literatura acerca de la etiologia de las enfermedades
periodontales es relativamente escasa, aunque la mayoria de los estudios remarcan la
importancia de las bacterias negro-pigmentadas. Un gran nimero de los estudios
procesan las muestras microbiologicas mediante cultivo, aunque las técnicas
moleculares se han usado para estudiar estas especies, en diferentes muestras bioldgicas.
Objetivos: El objetivo fue caracterizar las especies bacterianas negro-pigmentadas,
aisladas en muestras subgingivales, de gatos con enfermedades periodontales, usando
técnicas moleculares.

Material y métodos: Se analizaron 65 muestras, de 50 gatos con enfermedades
periodontales, mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, amplificacion del ADN
ribosomal, andlisis de restriccion, clonacion y secuenciacion del gen 16S rARN.
Resultados: Se obtuvieron ocho perfiles filogenéticos de las 65 muestras, de los que las
especies mas prevalentes fueron: Porphyromonas gulae (40%), Porphyromonas
gingivalis/P. gulae (36.9%), P. gulae/Porphyromonas sp. UQD 406 (9.2%),
Odoribacter denticanis (6.2%), P. gulae/Porphyromonas sp. UQD 348 (1.5%)
Porphyromonas circumdentaria (1.5%). Tannerella forsythia, fue el control positivo. Al
comparar las especies identificadas mediante técnicas bioquimicas, se observo una alta
congruencia (70%) en la identificacion de P. gulae, mientras que las colonias
identificadas como P. intermedia-similar, eran en un 80% P. gulae.

Conclusiones: Se puede concluir que el uso de técnicas moleculares, es capaz de
identificar a las especies de Porphyromonas de manera predominante, en la placa
subgingival de gatos que padecen enfermedades periodontales. La caracterizacion
identifica a: P. gulae, O. denticanis y P. circumdentaria, siendo P. gingivalis y P. gulae

el perfil filogenético més frecuentemente detectado.
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DISCUSION

El objetivo principal de esta investigacion fue estudiar la microbiota subgingival en
gatos y su asociaciéon con las enfermedades periodontales, validando enfoques de
estudio previamente usados en humanos. Para ello, se desarrollaron tres estudios de

manera sucesiva.

El Estudio 1 fue un estudio piloto, con 10 gatos con enfermedades periodontales, en el
que se compararon dos métodos de toma de muestras microbiologicas (torunda de
algodoén o supragingival, y puntas de papel o subgingival). El método con torundas de
algodén es el método usado normalmente en gatos, ya que es mas facil, se necesita
menos tiempo y no requiere de sedacion o anestesia (Norris y Love 1999, 2000, 2001;
Booij-Vrieling y cols. 2010) mientras que las puntas de papel es el método mas usado
en humanos, junto con las curetas (Casas y cols. 2007). Los resultados demostraron que
la toma de muestras subgingival con puntas de papel, mejoraba el recuento de las

especies bacterianas en gatos con enfermedad periodontal.

En el Estudio 2, se evaluaron 40 gatos mas, sumando un total de 50 gatos con los 10
analizados en el estudio piloto, todos con puntas de papel, y se procesaron los resultados
microbioldgicos mediante cultivo, que se correlacionan con las variables clinicas
evaluadas. Los resultados mostraron un alta frecuencia de deteccion de P. gulae (86%),
P. circumdentaria (70%) y F. nucleatum (90%) en gatos con enfermedades
periodontales. Se concluyd que las bacterias negro-pigmentadas tienen una especial
relevancia en las enfermedades periodontales, especialmente P. gulae por su alta

proporcion en la microbiota total (32.5%).

En el Estudio 3, y debido a las limitaciones del procesamiento de las muestras con
cultivo, se decidio caracterizar las bacterias negro-pigmentadas, aisladas en el estudio
anterior, con PCR. Se analizaron un total de 65 cepas bacterianas, de los que se
obtuvieron ocho perfiles filogenéticos: P. gulae, P. gingivalis/P. gulae,
P.gulae/Pophyromonas sp. UQD 406, Odoribacter denticanis, P.gulae/Porphyromonas

sp. UQD 348 y P. circumdentaria. Los resultados demostraron un alta concordancia
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entre los resultados analizados con cultivo y con PCR en la identificacion de P. gulae,

mientras que para P. intermedia-similar los resultados eran altamente discordantes.

1. Comparacion de dos métodos de toma de muestras microbiolégicas para evaluar
las enfermedades periodontales en gatos (Estudio 1)

Los resultados demostraron que la toma de muestras subgingival con puntas de papel
mejora el recuento de las especies bacterianas en gatos con enfermedades periodontales,
respecto a la toma de muestra mas habitual en estudios en gatos, con torunda de
algodon. Se obtuvieron recuentos mas altos de bacterias anaerobias, comparado con la
técnica de torunda de algodon, con diferencias estadisticamente significativas (6.5
frente 5.5, en logaritmo de unidades formadoras de colonias). Ademas, en las muestras
subgingivales se detectd la presencia de P. gulae en todas las muestras evaluadas,
mientras que en las muestras tomadas con torundas de algodon sélo se encontrd en 8 de
10. La misma tendencia se observo para F. nucleatum y para P. circumdentaria, aunque
solo una muestras tomada con torunda de algodon fue negativa. Ademas, la proporcion
de la flora total de P. gulae y P. circumdentaria fue mayor con la toma de muestras
subgingivales, con diferencias estadisticamente significativas. Los resultados sugieren,
ademds, la importancia etiologica de las especies de Porphyromonas en las

enfermedades periodontales en gatos.

Los estudios previos, que han evaluado la microbiologia de gatos con enfermedades
periodontales, han utilizado en su mayoria la toma de muestras con torunda de algodon
(Norris y Love 1999, 2000a, 2000b; Mikkelsen y cols. 2008; Booij-Vrieling y cols.
2010), ya que sugieren que asi se limita la muestra al niimero de gatos que reciben
anestesia general y a aquellos que padezcan periodontitis avanzada. Ademas, se afirma
que al frotar la torunda de algodén sobre el margen gingival también se toma la muestra

de la bolsa periodontal (Norris y Love 1999).

También existen estudios en los que la toma de muestra microbioldgica es subgingival:
Mallonee y cols. (1988), utilizaron una “azada” en el surco, Lobprise (2006) us6 puntas
de papel en la bolsa periodontal en perros, y Khazandi y cols. (2014) realizaron la toma

de muestras subgingival con curetas estériles, tanto en gatos como en perros.
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El Estudio 1 del presente trabajo es el primero en el que se compara la toma de muestras
con torunda de algodon (supragingival) y la toma de muestras con puntas de papel
(subgingival). Los resultados muestran que los hallazgos microbiologicos difieren tanto
de manera cualitativa como cuantitativa al comparar los dos métodos. Es especialmente
importante remarcar que las muestras microbioldgicas tomadas con puntas de papel en
la bolsa periodontal detectaron P. gulae, P. circumdentaria y F. nucleatum en todos los
casos, mientras que esto no ocurrid con el abordaje con torunda de algodon. Se debe
tener en cuenta que los gatos se evaluaron tanto clinicamente como

microbioldgicamente bajo sedacion.

En la comparacion entre métodos se deben tener en cuenta otros factores, ya que se
puede considerar como limitaciones que la toma de muestras con puntas de papel es
mas compleja y requiere de mas tiempo, y se debe sedar a los gatos (Booij-Vrieling y
cols. 2010). Por lo tanto, la toma de muestras microbioldgicas subgingival, con puntas
de papel, puede ser adecuado en estudios cientificos que requieren de un alta

sensibilidad y/o cuando se va a realizar un examen periodontal (Niemiec y cols. 2008).

2. Aislamiento e identificacion de las especies de Porphyromonas 'y otros patéogenos
putativos asociados a gatos con enfermedades periodontales (Estudio 2)

El andlisis de la microbiota subgingival de 50 gatos con diferentes grados de
enfermedad periodontal, con muestras tomadas con puntas de papel y procesados
mediante cultivo, sefialaron que P. gulae (86%), P. circumdentaria (70%) y F.
nucleatum (90%) son frecuentemente detectadas en gatos con periodontitis, y que la
frecuencia de deteccion y la proporcion media de 7. forsythia fue muy baja. Ademas, P.
gulae era especialmente relevante debido a su alta proporcion en la microbiota total

(32.5%).

Al correlacionar las variables clinicas con las microbioldgicas, se observo que los gatos
con alta proporcion de P. gulae mostraban mas movilidad y recesion, con diferencias
estadisticamente significativas, y una tendencia a mayor profundidad de bolsa y mas
pérdida de insercion. Al comparar gatos con menos o mas de 10 afios, no se encontraron

diferencias significativas en términos clinicos o microbiologicos.
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Estos resultados estdn en concordancia con lo publicado previamente. En 1988,
Mallonee publicé un estudio en el que la prevalencia de Bacteroides negro-pigmentados
se asociaba a la localizaciéon con signos de periodontitis en gatos. Otros estudios
documentan altas frecuencias de deteccion de Porphyromonas spp., incluyendo P. gulae
y P. circumdentaria, con porcentajes cercanos al 90% (Norris y Love 1999). Un estudio
mas reciente también publico una alta prevalencia de P. gulae , aunque la presencia de
este patdgeno no fue un indicador de periodontitis en gatos, ya que se identificd en el
90% de los gatos sanos y en el 100% de los gatos con signos visibles de periodontitis

(Booij-Vrieling y cols. 2010).

La importancia de las especies de Porphyromonas en la etiologia de las enfermedades
periodontales no es exclusiva de los gatos, ya que también en perros se ha observado la
implicacion de las bacterias anaerobias negro-pigmentadas en periodontitis (Lobprise
2006), como O. denticanis, P. salivosa 'y P. gulae. También se ha descrito la presencia

de P. gulae en animales marsupiales, como koalas (Mikkelsen y cols. 2008).

En el Estudio 2, los gatos con alta proporcion de P. gulae (mas del 10% de la
microbiota total) mostraron mas movilidad y recesion, con diferencias estadisticamente
significativas, y una tendencia a mayor profundidad de bolsa y mds pérdida de
insercion. Los gatos del Estudio 2 también presentaban recuentos significativamente
altos de bacterias anaerobias, en concordancia con otros autores que relacionan la
presencia de Bacteroides negro-pigmentados con indices gingivales altos (Mallonee y
cols. 1988). Ademads, el andlisis de regresion puede mostrar como las unidades
formadoras de colonias de P. gulae son un predictor significativo de periodontitis

(Norris y Love 1999).

La evaluacion clinica del Estudio 2 no est4 exenta de limitaciones. La sonda periodontal
usada era una sonda de presion controlada milimetrada con un grosor de 0.4 mm, que es
el adecuado para el sondaje en humanos. En gatos, el surco gingival sano mide 0.5 mm
(Niemiec 2008), de tal forma que se puede intuir que con esta sonda milimetrada es
necesario asumir un error en la medicion. Sin embargo, no existen estudios que valoren

la necesidad de usar una sonda especifica para animales y con un didmetro menor.
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Porphyromonas spp. (cepa UQD 409) se correlaciona positivamente con la edad en
nuestro estudio, y esto difiere con otro estudio donde tanto los gatos de edades jovenes
y mayores presentan altas prevalencias de Porphyromonas spp. Las diferencias pueden

deberse al tipo de cepa analizado.

En el Estudio 2, al comparar gatos con menos o mas de 10 afios, no se encontraron
diferencias significativas en parametros clinicos o microbioldgicos. Esto se puede
explicar debido al concepto de grupos de alto riesgo. En el pasado, se pensaba que la
periodontitis se desarrollaba en pacientes con mal control de placa y gingivitis. Sin
embargo, durante las ultimas décadas, se ha introducido el concepto de grupos de alto
riesgo. Este concepto proviene de los resultados de los estudios epidemioldgicos y
clinicos longitudinales que apoyan el concepto de que la periodontitis tiene un
componente genético. Se sabe que la efectividad de la respuesta inmune de cada
individuo, influye en la extension de la destruccion periodontal, que puede denominarse
como la susceptibilidad de un sujeto a la periodontitis (Kinane y cols. 2006). Puede
sugerirse que la genética puede causar un papel similar en gatos con periodontitis, y esto
puede explicar por qué los gatos jovenes tienen mayor profundidad de bolsa y mayor

pérdida de insercion. Se necesitan mas estudios para confirmar esta hipotesis.

La frecuencia de deteccion y la proporcion media de 7. forsythia en este estudio fue
muy baja (tres gatos positivos, con una prevalencia del 6% y una media de proporcion
de 0.26%), en contraste con otros estudios, donde se observa una prevalencia del 98%
en gatos con periodontitis y del 89% en gatos sanos (Booij-Vrieling y cols. 2010). Estas
diferencias se pueden explicar en el uso de diferentes estrategias microbiologicas. En el
Estudio 2, las muestras microbioldgicas se procesaron mediante cultivo mientras en el
otro estudio (Booij-Vrieling y cols. 2010) se analizaron mediante PCR. Ademas, la
toma de muestras en el Estudio 2 se realiz6 con puntas de papel de manera subgingival,

mientras que Booij-Vrieling y cols. (2010) usaron torunda de algodon.

Basandonos en el Estudio 1, se pueden esperar diferencias con el uso de torunda de
algoddn, siendo mas consistentes los resultados aportados con puntas de papel. Las
diferencias en cuanto a los resultados obtenidos con PCR o cultivo se han estudiado de
manera extensa. En un estudio en humanos, se compard la deteccion, mediante PCR

cuantitativa y cultivo, en la identificacion de 4. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y
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T. forsythia, en 92 pacientes adultos. Lo resultados indican un alto grado de congruencia
para A. actinomycemcomitans y P. gingivalis, aunque los recuentos de P. gingivalis
fueron mayores con cultivo. Por el contrario, se observd que para 7. forsythia los
recuentos fueron mayores con PCR cuantitativa (Lau y cols. 2004). Esto podria

explicar la baja deteccion de T. forsythia que se observa en esta investigacion.

Hay otros factores a tener en cuenta al seleccionar la técnica de procesado
microbioldgica: el cultivo permite un resultado potencial mas amplio, ya que los
organismos especificos no estan predefinidos, mientras que con PCR se predeterminan
normalmente los organismos a identificar. Por lo tanto, para estudios exploratorios

como el Estudio 2, el procesamiento con cultivo tiene un valor afiadido.

Al estratificar los gatos segiin la presencia o ausencia de P. circumdentaria, no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas. Por el contrario, un estudio
previo mostrd como predictor significante del estatus de periodontitis a las unidades
formadoras de colonias de P. circumdentaria. También en este caso las diferencias se
pueden deber a las diferentes estrategias metodologicas. La periodontitis se clasifico
con un indice de 0 a 6, evaluado en el canino maxilar derecho y el tercer premolar, y los
datos se analizaron con un andlisis de regresion entre las unidades formadoras de
colonias de P. circumdentaria y el nivel de periodontitis (Norris Love 1999). En
cambio, en el Estudio 2 se compararon los grupos con presencia o ausencia de este
patégeno y no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. Nuestros
resultados sugieren que el papel patogénico de P. circumdentaria es menos importante

que P. gulae en las enfermedades periodontales en gatos.

3. Identificacion molecular de bacterias negro-pigmentadas de muestras
subgingivales en gatos que padecen enfermedades periodontales (Estudio 3)

En el Estudio 3 se observd, con el método microbioldgico diagndstico molecular de
clonacion y analizando la secuencia del genl6S rARN, la presencia de siete
microorganismos negro-pigmentados en gatos que padecen periodontitis, que
corresponden a P. gulae, y a las especies filogenéticamente similares O. denticanis y P.

circumdentaria.
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Estos resultados estan en congruencia con los resultados publicados por otros grupos en
estudios similares, donde se evalian muestras microbioldgicas supragingivales de gatos
con periodontitis y muestran altas frecuencias de deteccion de Porphyromonas spp.
(alrededor del 90%), incluyendo P. gulae y P. circumdentaria (Norris y Love 1999). En
un estudio mas reciente también se publicé una alta prevalencia de P. gulae en gatos
con enfermedad periodontal (Booij-Vrieling y cols. 2010). Los resultados obtenidos
sostienen la identificacion de P. circumdentaria, P. salivosa y P. gulae como especies
bacterianas asociadas significativamente con las enfermedades periodontales en gatos

(Mallonee y cols. 1988; Norris y Love 2001).

Los resultados del Estudio 3 muestran la presencia de O. denticanis en gatos con
periodontitis, y estos resultados estdn en concordancia con otros estudios, donde se
asocia este patdogeno con la enfermedad periodontal en perros, al ser aislado en bolsas
periodontales en perros con periodontitis (Lobprise 2006; Hardham y cols. 2008).
También avalan estos hallazgos un modelo experimental sobre ratones, donde se
inocularon tanto P. gulae como O. denticanis, y tras 42 dias se midi6 la pérdida ésea
alveolar. Los resultados mostraron como O. denticanis producia la misma o mayor
pérdida 6sea que P. gulae, siendo la pérdida asociada a ambos patdogenos
significativamente mayor comparada con la del control negativo. Esto sugiere que O.
denticanis puede ser un patdgeno relevante en la etiologia de la periodontitis en

animales de compaiia (Hardham y cols. 2008).

El uso de andlisis de restriccion (ARDRA) permiti6 el estudio de los aislamientos
amplificados con PCR y la identificacion correcta de los patrones filogenéticos (PF), ya
que algunos patrones (PF 1 y PF 2) resultaron con el mismo niimero y con las mismas
bandas de distribucion con el uso de una enzima de restriccion, Rsal, aunque resultaron
en clara diferencia cuando se usé otra enzima, Msal. De esa forma, se confirmé que las

especies eran filogenéticamente muy cercanas.

Fournier y cols. (2001), usando una metodologia similar, propone P. gulae como una
nueva especie bacteriana en la taxonomia general. Estos autores, primero aislaron las
especies en cultivo, obtenidas de muestras del surco gingival de varios animales,
incluyendo gatos, y secuenciaron la especie con técnicas moleculares usando el gen 16S

rARN. Se demuestra que, a pesar de que la morfologia es similar a la de P. gingivalis de
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origen humano, existen suficientes diferencias en el gen 16S rARN para justificar la

existencia de una nueva especie de Porphyromonas, denominada P. gulae.

Al comparar los resultados obtenidos en el Estudio 3, usando técnicas moleculares, y los
obtenidos en el Estudio 2, donde se identificaron las bacterias con métodos
bioquimicos, se obtuvo una alta congruencia en la identificaciéon de colonias
denominadas como P. gingivalis-similar. Lo contrario ocurridé en la identificacion de

colonias de P. intermedia-similar, donde las diferencias fueron notables.

Otro resultado relevante es que con el uso de técnicas moleculares se encontraron siete
perfiles filogenéticos diferentes, mientras que con los test bioquimicos sbélo se

observaron dos tipos diferentes de colonias.

4. Implicaciones de los nuevos conocimientos sobre la microbiota subgingival
asociada a enfermedades periodontales en gatos

Existe suficiente evidencia sobre el papel de las bacterias negro-pigmentadas en la
periodontitis en humanos, ya que estas especies han sido asociadas con las formas
severas de periodontitis, sobretodo P. gingivalis y altos recuentos de P. intermedia
(Winkel y cols. 1998). De la misma manera, la literatura que existe acerca de la
etiologia de la periodontitis en gatos, se centra en su mayoria en las especies de
Porphyromonas spp. siendo P. gulae el patdégeno mas estudiado, junto con P.
circumdentaria 'y P. salivosa (Norris y Love 1999, 2000, 2001). Sin embargo,
probablemente existen otros patdgenos implicados en las enfermedades periodontales en
gatos, como O. denticanis, identificado en el Estudio 3 mediante técnicas moleculares, o
P. crevioricanis y F. russi, aislados en gatos con periodontitis (Khazandi y cols. 2014),

que puede ser necesario estudiar para entender la etiopatogenia de estas enfermedades.

Los estudios de intervencion en humanos, que usan desbridamiento radicular mecénico
convencional, muestran que estos patdégenos, en concreto P. gingivalis, son dificiles de
eliminar de la microbiota subgingival, y como consecuencia se limitan los resultados en
cuanto a las variables clinicas (Renvert y cols. 1990; Mombelli y cols. 2000). De
manera que en algunos casos de periodontitis avanzadas, agresivas y refractarias, el uso

de antibioticos estaria justificado, para eliminar los patdgenos en los que el tratamiento
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mecanico no es suficiente (Herrera y cols. 2008). Las enfermedades periodontales en
gatos es una de las enfermedades en las que se requiere el uso de antibidticos de manera
frecuente (Khazandi y cols. 2014). Por lo tanto, es importante conocer los patdgenos
implicados en la etiologia de estas enfermedades en gatos, de manera que se puedan
mejorar las estrategias, tanto preventivas como terapéuticas, en las enfermedades
periodontales en estos animales. Ademads es importante tener en cuenta que las bacterias
periodonto-patdgenas en gatos pueden actuar como reservorio (Booij-Vrieling y cols.

2010) y vector de infeccion a humanos.

No solo en humanos se ha asociado a las enfermedades periodontales como factor de
riesgo para algunas condiciones sistémicas (Joshipura y cols. 1996; Grossi y cols. 1997,
Hill 1998; Offenbacher y cols. 1999; Beck y Offenbacher 2005), sino que también en
perros se han observado cambios histologicos en multiples 6rganos, como los rifiones,
higado y el tejido miocardico, asociados a las enfermedades periodontales. Con ello, se
ha demostrado una asociacion entre la severidad de las enfermedades periodontales y el
aumento de los cambios histologicos en los 6rganos mencionados (DeBowes y cols.
1996; DeBowes 1998). Por analogia, se puede concluir que en gatos, la exposicion
cronica a los periodonto-patogenos puede agravar o favorecer algunas condiciones
sistémicas, por lo que la afectacion general no solo se limitaria a la ya conocida
dificultad en la alimentacidon y empeoramiento del estado general de estos animales de

compaiiia.
Se necesitan mas estudios que evalliien la microbiota subgingival periodonto-patdgena

en gatos, ampliando las bacterias diana, para identificar otras bacterias putativas

implicadas en la etiopatogénesis de las enfermedades periodontales.
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CONCLUSIONES

Los estudios realizados confirman la importancia etiologica de las especies
bacterianas negro-pigmentadas, principalmente Porphyromonas gulae, en las

enfermedades periodontales en gatos.

La estrategia de toma muestras, insertando puntas de papel de manera
subgingival, mejora el recuento de bacterias periodonto-patdgenas asociadas a la
enfermedad periodontal en gatos, respecto a la técnica habitual con torunda de

algodon.

P. gulae se confirma como el patdogeno mas relevante en enfermedad periodontal
en gatos, por su alta frecuencia de deteccion (43 de 50), por representar elevadas
proporciones de la flora anaerobia cultivada (32.5%), y por que los gatos con

altas proporciones de P. gulae (méas del 10%) presentaban mayor severidad en la

periodontitis, de manera estadisticamente significativa.

La identificacion de los microorganismos especificos aislados en gatos que
padecen periodontitis, usando técnicas moleculares, demostr6 la presencia de P.
gulae y de especies filogenéticamente muy cercanas, como Odoribacter

denticanis y Porphyromonas circumdentaria.
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ANEXO: RESUMEN EN INGLES

EVALUATION OF THE SUBGINGIVAL MICROBIOTA IN CATS AND ITS
ASSOCIATION WITH PERIODONTAL DISEASES

ABSTRACT

Background: Periodontal diseases are very common conditions in cats and their
prevalence have been reported as affecting up to 70% of cats between 20 and 27 months
old, and up to 85% of cats older than 6 years. The typical signs and symptoms of these
conditions include gingival inflammation and bleeding, visible plaque accumulation,
calculus, halitosis, gingival recession, periodontal pocket formation and mobile teeth.
This condition usually progresses slowly and occasionally makes the animals reluctant
to eat or drink properly, thus having the potential for impacting general health and
wellbeing.

In humans, there is no doubt concerning the infectious nature of periodontal diseases
and the aetiological importance of the colonization by specific bacteria of the
subgingival biofilm. Among these putative pathogens, the role of black-pigmented
Bacteroides in human oral infections has been widely studied and the importance of
Porphyromonas gingivalis as a significant risk indicator for the initiation and
progression of periodontitis in humans has been well established.

In cats, however, information on the microbiology of periodontal diseases is relatively
scarce, although most published studies also point out the importance of black-
pigmented bacterial species. Greater proportions of these pathogens have been found
associated with increased severity of periodontal diseases in cats.

The most studied genera in feline periodontal diseases are Porphyromonas spp. The
presence of Porphyromonas spp. and their increased prevalence have been also
associated with periodontal diseases and its severity.

Porphyromonas gulae is a relatively new species isolated from the gingival sulcus of
various animal hosts, being different from the related strains of P. gingivalis in humans.
In addition to P. gulae, two other Porphyromonas spp. have been studied in cats:
Porphyromonas circumdentaria and Porphyromonas salivosa, both associated with

periodontal diseases.
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The distinction between P. gingivalis and P. gulae has been possible due to molecular-
based technology, although most studies have used culture and biochemical test to
identify these bacterial pathogens in the microbiota of cats.

In light of the relevance of periodontal disease for cat health and wellbeing and the
likely aetiological importance of these pathogens, both in terms of their relative
presence in the subgingival microbiota or as a reservoir of periodontal pathogens and
possible vector for human oral infections, the study of these bacteria in cats is very

relevant.

Objective: The main objective of this series of investigations was to evaluate the
subgingival microbiota of cats and determine the most prevalent periodontal pathogens
implicated in feline periodontal diseases, as well as validating the microbiological

approaches used in humans.

Methods. Results

In Study 1, a pilot study was designed, where the objective was to compare two
microbiological sampling approaches for the evaluation of the periodontal disease-
associated microbiota in cats. Ten cats were clinically evaluated and sampled under
sedation. Subgingival pooled samples were collected from four sites, one per quadrant.
The sites were selected based on probing depth, the presence of bleeding and the ease of
access. In parallel, samples were obtained with cotton swabs, after removal of excess of
saliva; a sterile cotton bacteriological swab, moistened with reduced fluid transport
(RTF), was rubbed firmly over the gingival margin and the surface of the upper right
canine of each cat, about 20 times. Samples were transferred to a vial containing RTF
and transported to the laboratory within 24 hours; where samples were cultured on
blood agar and Dentaid-1 media, and a specific medium for Bartonella henselae.

The results demonstrated significantly higher counts with paper points than with cotton
swabs. Moreover, the use of paper points increased the frequency of detection for P.
gulae, reducing false negatives; and a similar tendency was observed for the other
pathogenic species evaluated. In addition, the proportion of total flora for P. gulae and

P. circumdentaria were also higher with subgingival sampling.

In Study 2, an additional group of 40 cats were evaluated (totalling 50 cats with those

of the previous study), and a clinical exam and microbiological samples with the
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subgingival approach were performed; with the objective of evaluating the subgingival
microbiota and determining the most prevalent periodontal pathogens implicated in
feline periodontal diseases, and correlate these findings with the clinical periodontal
status. The periodontal clinical exam was performed at 3 teeth in each quadrant, with
the registration of probing pocket depth, recession, tooth mobility and gingival,
calculus, calculus thickness, plaque and plaque thickness indices.

The results demonstrated that three bacterial species were frequently detected: P. gulae
(86%), P. circumdentaria (70%) y Fusobacterium nucleatum (90%). The mean
proportion of total microflora was high for P. gulae (32.5%), moderate for P.
circumdentaria (8.82%) and low for F. nucleatum (3.96%). Between clinical variables,
tooth mobility was correlated to recession, probing pocket depth, clinical attachment
level, gingival and calculus indexes, and also with total bacterial counts. Cats with more
than 10% of P. gulae showed significantly more mobility and gingival recession, and a

tendency for deeper probing depths and larger attachment loss.

In Study 3, the black-pigmented bacterial species found in the subgingival samples of
cats with periodontal disease were characterised, using molecular-based microbiological
techniques. Sixty-five subgingival samples obtained from 50 cats were analysed by
polymerase chain reaction (PCR).

The results showed eight phylogenetic profiles: P. gulae (40%), P. gingivalis/P. gulae
(36.9%), P. gulae/Porphyromonas sp. UQD 406 (9.2%), Odoribacter denticanis
(6.2%), P. gulae/Porphyromonas sp. UQD 348 (1.5%) and P. circumdentaria (1.5%).
From the 65 isolates of black-pigmented bacteria, only two different bacteria genera
were identified: Porphyromonas spp. that corresponded to 93.5% of all strains, and
Odoribacter spp. with a prevalence of 6.5%.

When compared with the species resulting from biochemical diagnosis, the
identification of P. gulae was congruent in 70% of the cases, while colonies identified

as P. intermedia-like corresponded in 80% of the cases to P. gulae.

Conclusions:
The results of this series of studies confirmed that black-pigmented bacterial species are
relevant pathogens in the aetiology of periodontal diseases in cats, mainly

Porphyromonas gulae.
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The subgingival sampling approach with paper points improved the recovery of
periodontal pathogens, associated with periodontal disease in cats, compared with
cotton swabs; higher frequency of detection and high recoveries of anaerobic bacteria of
P. gulae were observed; and finally molecular-based technology demonstrated the

presence of P. gulae and the phylogenetically related species such us O. denticanis and

P. circumdentaria.

Key words: Periodontal disease, cats, Porphyromonas gulae, Porphyromonas

circumdentaria, microbiological sample, culture, PCR.
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