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Introduccion

I. INTRODUCCION

1. ENFERMEDADES PERIODONTALES

Las enfermedades periodontales son un conjunto de enfermedades de
naturaleza infecciosa e inflamatoria. Segun la clasificacion de enfermedades y
condiciones periodontales del International Workshop de 1999, dentro del amplio
grupo de estas enfermedades (Armitage 1999) se encuentran las enfermedades
gingivales y las periodontitis. Las enfermedades gingivales o gingivitis son una reaccién
inflamatoria reversible de los tejidos periodontales. Por otro lado, las periodontitis se
caracterizan por una reaccion inflamatoria crénica con destruccién del aparato de

soporte del diente (periodonto).

La prevalencia de las periodontitis es muy elevada en los paises desarrollados.
Segun la Encuesta Nacional de Salud en Espafia de 2012, cerca del 40% de las personas
entre 65-74 anos tendria lesiones evidentes de periodontitis, y en el grupo etario entre
35-44 aiios la proporcion seria del 28%. Ademas, 8 de cada 10 personas mayores de

35 afios sufririan algun tipo de enfermedad periodontal (ENSE 2011/12).

El factor etiolégico primario de este tipo de enfermedades es la presencia de
bacterias especificas organizadas en forma de biofilm subgingival. La microflora
responsable de estas enfermedades es compleja, debido a que se han detectado mas
de 700 especies bacterianas diferentes en el biofilm subgingival. En los ultimos afios,
los estudios clinicos han definido patdgenos clave con clara importancia etioldgica en
la iniciacion y progresiéon de la periodontitis (AAP 1996) y se ha demostrado que la
presencia de ciertas bacterias o asociaciones bacterianas son un factor de riesgo para

futura pérdida de insercién periodontal.

Estas bacterias se clasifican en tres grandes grupos segun la fuerza de
asociacién con la periodontitis. En el primer grupo se encuentran bacterias como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tanerella

forsythia, teniendo estas una fuerte evidencia en la etiologia y progresion de las
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periodontitis. De hecho, estudios recientes han demostrado que la frecuencia de
deteccidn de P. gingivalis en pacientes con periodontitis es especialmente elevada en
Espafia (superior al 60%). Por otro lado, A. actinomycetemcomitans, aunque con una
baja prevalencia en la poblacién espafiola (Sanz et al. 2000), presenta un elevado
potencial patdégeno debido a sus factores de virulencia. (Claessonn et al. 2011; Haubek

et al. 2008).

En un segundo grupo con una moderada asociacion con la periodontitis, se
engloban las bacterias Campylobacter rectus, Fusobacterium nucleatum, Prevotella

intermedia, Peptostreptococcus micrasy Treponema denticola.

Por ultimo en el tercer grupo se encuentran bacterias como Eikenella
corredens, teniendo ésta una evidencia inicial en la etiologia de estas enfermedades.

(AAP 1996).

Aunque la acumulacién bacteriana y la organizacién en el biofilm es el iniciador
de la enfermedad periodontal, la respuesta inmunitaria desencadenada en el huésped
es la responsable de la destruccion de los tejidos periodontales. Células del sistema
inmune, como los leucocitos activados a nivel gingival, son responsables de Ia
generacion de cantidades desproporcionadas de mediadores inflamatorios, incluyendo
citoquinas (Interleuquina 1, 6, 8 y factor tumoral de necrosis alfa), prostaglandinas y
metaloproteinasas, promoviendo la destruccién de tejido blando y duro. A esta
interaccion compleja entre la infeccidn bacteriana y la respuesta del sistema inmune
del hospedador se le suma la influencia de factores de riesgo genéticos y adquiridos,
considerandose por ello la periodontitis una enfermedad multifactorial (Sanz et al.

2010; Page et al. 1997; Page & Korman 1997).
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Figura 1. Modelo de la patologia multifactorial de las enfermedades periodontales. (Adaptado
de Kormman et al. 2008). PMIN: leucocitos polimorfonucleares; LPS: lipopolisacdridos bacterianos; MMS:

metaloproteinasas.

Una de las principales consecuencias de las periodontitis, la pérdida de dientes,
causa una importante morbilidad en los pacientes, asociada a dificultades funcionales
y estéticas; sin embargo, en los ultimos afios las periodontitis también se han asociado

con problemas de salud sistémico.

2. MEDICINA PERIODONTAL

El término “Medicina Periodontal” nacié de la mano de Steven Offenbacher en
1996. Esta rama de la periodoncia tiene como objetivo, estudiar y establecer una
posible relacion entre las enfermedades periodontales y las enfermedades o
afecciones sistémicas, asi como evaluar su plausibilidad biolégica y sus implicaciones

preventivas y terapéuticas. (Offenbacher et al. 1996)
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La perspectiva de que la boca era una estructura aislada del resto del
organismo empezd a cambiar en 1989, gracias al trabajo publicado por cientificos
finlandeses en el que se concluyd que las infecciones de origen odontoldgico se
asociaban positivamente con el desarrollo del infarto agudo de miocardio y con el

infarto cerebral (Mattila et al. 1989).

Desde entonces numerosos estudios han sido publicados analizando la
periodontitis en unidén a enfermedades o estados sistémicos como la diabetes, el

embarazo o ciertas enfermedades cardiovasculares, entre otras.

En el caso de la diabetes, se sabe que existe una relacion bidireccional entre
ambas entidades clinicas. Investigaciones recientes han mostrado que la diabetes
puede aumentar el riesgo de sufrir periodontitis y asi mismo, ha sido propuesto que la
periodontitis cronica puede influir en el curso natural de la diabetes (Bascones et al.
2012). Ademas, existe evidencia consistente y robusta de que la periodontitis, afecta
negativamente a los niveles de glucosa en sangre expresados como hemoglobina
glicosilada (HbA1lc) en personas con y sin diabetes, asociandose por ella con un mayor

riesgo de desarrollar diabetes (Chaple et al. 2013)

En cuanto al embarazo, son muchos los estudios que relacionan la periodontitis
con posibles efectos adversos del embarazo como el parto prematuro, la preeclampsia
o el bajo peso al nacer (Sanz et al. 2013). Sin embargo, sigue existiendo mucha
controversia y la fuerza de las asociaciones observadas basada en parametros clinicos

es modesta y parece variar en funcidn de la poblacion estudiada (Ide et al. 2013).

Respecto al grupo de las enfermedades cardiovasculares, en la mayoria de
estudios llevados a cabo han encontrando una asociacion positiva entre ambas
enfermedades (Beck et al. 2000; Bouchard et al. 2010; Friedewald et al. 2009),
existiendo evidencia epidemioldgica consistente y fuerte de que las periodontitis
confieren un mayor riesgo para futuros accidentes cardiovasculares (Tonetti et al.
2013). Aunque los hallazgos derivados de estos estudios clinicos epidemioldgicos
apuntan a la existencia de una relacidn estadisticamente significativa entre la

periodontitis y las enfermedades cardiovasculares, lo que todavia queda por probar es
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si estas asociaciones son causales, existiendo una posible relacién causa-efecto entre
el factor de riesgo (periodontitis) y el efecto (enfermedad cardiovascular), siendo por
ello un factor independiente para el inicio o progresién de enfermedades

cardiovasculares (Castro et al. 2001; Sanz et al. 2010).

Muchos investigadores se han preguntado que fundamento bioldgico podria
explicar el posible vinculo entre la enfermedad periodontal y estas afecciones
sistémicas. Por ese motivo, han sido propuestos diferentes mecanismos biolégicos

gue pueden explicar el nexo de unién entre ambas entidades clinicas.

[ Enfermedad periodontal ]
: . Productos bacterianos (LPS, Mediadores inflamatorios
acterias Fimbrias) (IL-1, TNFa, IL-6, IL-8)
N N ~
Torrente sanguineo
Proceso inflamatorio sistémico
Corazdn y vasos sanguineos Higado y pancreas Placenta/Utero
Dafo endotelial Resistencia insulina Concentraciones del Utero
Depésito de lipidos Intolerancia glucosa Rotura prematura de
Migracién monocitos membranas
Proliferaciéon musculo liso
Enfermedades Parto prematuro
cardiovasculares Diabetes Bajo peso al nacer
Ateroesclerosis Preeclampsia

Figura 2. Enfermedad periodontal y afecciones sistémicas — relacion y posibles mecanismos patogénicos.
(Adaptado de Anil S, Al.ghamdi H 2005) (LPS: lipopolisacdrido; IL-1: interleuquina 1; IL-6: inteleuquina 6;

IL-8: interleuquina 8; TNFa: tumor de necrosis alfa).
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Por un lado, las bacterias periodontopatdgenas o alguno de sus componentes
antigénicos presentes a nivel subgingival (por ejemplo el lipopolisacarido o
endotoxinas) inducen una respuesta inmuno-inflamatoria con liberacidn de citoquinas
en el paciente (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, PG-E2 y diferentes metaloproteinasas). Estos
mediadores pueden diseminarse sistémicamente e influir a distancia, bien sea por una
accién directa sobre la pared vascular, la activacion de los monocitos y la
hipercoagulabilidad, influyendo por ejemplo en la etiologia de la aterosclerosis.
También pueden actuar indirectamente mediante la activacion del higado y Ia
liberacién de proteinas de fase aguda, tales como la proteina C-reactiva (CRP), que

desarrollan un estado de inflamacion sistémico crénico (Chun et al. 2005).

Por otro lado, otra de las explicaciones que pueden justificar la plausibilidad
biolégica de las asociaciones que se estan encontrando, es que las bacterias
periodontopatdgenas, pueden pasar directamente a la circulacidén sanguinea sistémica,
dando lugar a bacteriemias de origen oral. Esta via directa supone el objetivo del

presente estudio.

3. LAS ENFERMEDADES PERIODONTALES Y LA BACTERIEMIA

La bacteriemia de origen oral, es definida como la presencia de bacterias orales

procedentes del biofilm subgingival en el torrente sanguineo (Carmona et al. 2002).

Una de las caracteristicas particulares que presenta el biofilm subgingival, es su
proximidad a tejidos muy vascularizados. Se sabe por ello, que la diseminacién de las
bacterias al torrente sanguineo es a través del epitelio de unién ulcerado de la lesién
periodontal. Por este motivo, cualquier alteracién de la integridad fisica del epitelio
subgingival, que es a los sumo aproximadamente 10 capas de células de espesor,
podria dar lugar al paso de bacterias periodontopatégenas al sistema vascular

(Parahitiyawa et al. 2009; Reyes et al. 2013).
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Aunque la mayoria de las bacteriemias son de corta duracion, desde hace
tiempo se ha reconocido la posibilidad de que las bacterias periodontopatdégenas

pueden causar infecciones locales a distancia (Ford et al. 2006).

Varios estudios han demostrado la presencia de P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans en placas ateroscleréticas, aneurismas de la aorta abdominal
y valvulas cardiacas (Nakano et al. 2009; Zaremba et al. 2007; Gaetti-Jardim et al. 2009;
Figuero et al. 2011), asi como en tejidos placentarios y liquido amnidtico en
embarazadas (Ledn et al. 2007). Ademas, estudios in vitro han demostrado que las
bacteriemias recurrentes de P. gingivalis inducen lesiones adrticas y coronarias de

ateroesclerosis en cerdos normocolesterolémicos (Brodala et al. 2005).

La ocurrencia de bacteriemias de origen oral ha sido publicada en distintos
estudios clinicos tras la realizacién de distintos procedimientos preventivos y
terapéuticos bucales, como raspado periodontal, extraccidon dentaria, cirugia o sondaje
periodontal (Castillo et al. 2011; Kinane et al. 2005; Forner et al. 2006; Daly et al. 2001;
Morozumi et al. 2010)

No obstante, estudios recientes también han resaltado la presencia de bacterias
periodontales en el torrente sanguineo tras actividades diarias rutinarias como la
masticacion (Forner et al. 2006; Fine et al. 2010), el cepillado de dientes (Hartzell et al.

2005) y el uso de seda dental (Crasta et al. 2009) en pacientes con periodontitis.

A diferencia de las manipulaciones profesionales, este tipo de situaciones y
actividades de la vida cotidiana, pueden llevar a un efecto acumulativo crénico a
pequenas cantidades de bacterias periodontales en el sistema vascular y no ser un
hecho aislado y puntual, como ocurre en los procedimientos clinicos.(Reyes et al.
2013). De hecho, autores como Guntheroth (1984) (Guntheroth 1984) estiman una
exposicién colectiva de 5.370 minutos de bacteriemia, en un mes, como resultado de
las actividades cotidianas orales, en comparacién con sélo 6 minutos de la bacteriemia
asociada a la extraccién de un diente. A su vez, existen autores que han estimado que
el riesgo acumulativo de cepillarse los dientes dos veces por dia tiene 154,2 veces

mayor riesgo que con una extraccion dental (Roberts 1999).

11
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A pesar de que existen estudios analizando este tipo de bacteriemias de caracter
constante, sus resultados son muy desiguales, mostrando prevalencias de bacteriemias
tan dispares como un 15% o un 90% (Kinane et al. 2005; Forner et al. 2006; Morozumi
et al. 2010). Esto puede deberse: (1) a las diferencias en las caracteristicas de los
grupos de estudio respecto al estado de salud oral del paciente; (2) a que la magnitud
o estimulo utilizado para el procedimiento oral para inducir la bacteriemia no haya
sido suficiente.; o (3) a las técnicas de analisis utilizadas, ya que, en la mayoria de los
trabajos, la identificacién de los aislamientos bacterianos se efectué mediante el
empleo de técnicas microbiolégicas convencionales, no utilizando medios especificos

para bacterias periodontopatégenas.

Por ello, resulta de interés la aplicacién de los conocimientos de los que
disponemos en la actualidad en microbiologia oral en cuanto a técnicas de cultivo de
periodontopatdgenos, para el andlisis de bacteriemias en sujetos con diagndsticos
periodontales bien definidos y empleando un estimulo para la induccién de
bacteriemia facil de probar, tal y como es el uso de cepillos interproximales por parte

del profesional.

12
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I. HIPOTESIS

En pacientes con periodontitis en comparacién con pacientes con salud
peridontal, existe un riesgo aumentado de sufrir bacteriemias repetidas,
especialmente tras el uso de cepillos a nivel interproximal, que pueden ser detectadas
mediante las técnicas microbioldgicas de cultivo utilizadas para deteccion de bacterias

periodontopatdgenas en muestras de fluido crevicular.

13
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.  OBIJETIVOS

Objetivo 1: Comparar la prevalencia y los niveles de especies bacterianas
asociadas con enfermedades periodontales mediante técnicas de cultivo en muestras
de sangre antes y después del uso de cepillos interproximales, en pacientes sanos y

con periodontitis.

Objetivo 2: Determinar la influencia de los niveles de especies bacterianas
asociadas con enfermedades periodontales a nivel subgingival en la presencia de

bacteriemias tras el uso de cepillos interproximales.

14
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IV. MATERIAL Y METODOS

Se disefid un estudio transversal piloto, que fue aprobado por el comité ético
del Hospital Clinico Universitario de San Carlos.

Se seleccionaron de forma consecutiva 11 pacientes con diagnéstico de
periodontitis crdnica generalizada moderada-avanzada que no hubieran recibido
tratamiento periodontal previo y 11 pacientes periodontalmente sanos, que acudieron
a la Clinica del Posgrado de Periodoncia de la Facultad de Odontologia (Universidad

Complutense, Madrid) de acuerdo a los criterios de inclusidon/exclusién especificados.

Criterios de inclusion
1. Mayores de 30 afios.
2. Presencia de al menos, 3 dientes por cuadrante.
3. Grupo con periodontitis: profundidades de sondaje superiores a 5mm
y pérdida ésea marginal superior al 30% en, al menos, el 50% de los
dientes) (Tonetti et al. 2007).
4, Grupo periodontalmente sano: sangrado al sondaje inferior al 25% sin

pérdida de insercion.

Criterios de exclusion
1. Pacientes que hubieran recibido tratamiento periodontal en el ultimo
afo.
2. Toma de antibidticos en los 3meses previos al estudio.
3. Fumadores de 10 o mas cigarrillos al dia.
4. Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.
5. Enfermedades crénicas como la diabetes, que puedan afectar a la
periodontitis.
6. Enfermedades periodontales necrosantes.
7. Infeccién por VIH.

8. Ingestacrodnica de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs).

15
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1. VISITAS DEL ESTUDIO

a. Visita de seleccion
Se realiz6 una exploracidn periodontal completa para determinar si el paciente
cumplia los criterios de inclusién/exclusién sefalados. Aquellos pacientes que
cumplian los criterios de inclusion, recibieron informacion sobre el objetivo del estudio
(Anexo 1) y se les invitd a participar mediante la firma de un consentimiento informado

(Anexo Il).

Todas las variables clinicas fueron registradas mediante la sonda periodontal CPC-12
(Hu-Friedy Europa, Rotterdam, Holanda) por un Unico entrenado calibrado en seis

localizaciones por diente. Las variables clinicas registradas fueron:

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

insercion clinica (NIC) se calculé mediante la suma de la profundidad de

sondaje vy la recesion.

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

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

después del sondaje.

e Numero de dientes presentes.
Ademas se determind el grado de pérdida désea (<30%, 30-50%, >50%) mediante
radiografia panordmica que todos los pacientes que acudieron a tratamiento a la

Facultad de Odontologia reciben.

Estos datos se emplearon para establecer el diagndstico periodontal de cada sujeto.

16
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b. Visita para toma de muestras

Se realizd, al menos, una semana después de la visita de seleccidon. Ese dia se
pidié a los pacientes que no realizasen ningun procedimiento de higiene bucodental
(incluido el cepillado) antes de la cita y que ingirieran sélo alimentos liquidos durante
la comida previa a la cita.
La toma de muestra de sangre se realizé antes (basal) y un minuto después de haber
finalizado el procedimiento de higiene bucal interproximal, consistente en el paso de
los cepillos interdentales (Interprox®, Dentaid, Cerdanyola, Espaina) mas gruesos para
cada espacio interproximal en todos los espacios interproximales existentes distales al
canino durante un tiempo total de 2 minutos, por parte de un Unico investigador

entrenado, en todos los casos.

2. TOMA DE MUESTRAS

a. Muestras de sangre
Todos los procedimientos se realizaron en el quiréfano de implantes de la
Clinica del Posgrado de Periodoncia de la Facultad de Odontologia (Universidad

Complutense, Madrid).

Se tomd una via en la vena antecubital que permitié la toma repetida de
muestras de sangre periférica mediante técnica convencional (Vacutainer™, Becton
Dickinson, San Agustin de Guadalix, Madrid, Espafia). Estos procedimientos fueron
realizados por una enfermera segun las recomendaciones de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (Loza Fernandez et al. 2003). Se
tomaron dos muestras de sangre de 2 ml, una de ellas antes de iniciar los
procedimientos de higiene oral interproximal y otra un minuto después. Ambas
muestras fueron recogidas en viales con EDTA (BD Vacutainer, K3E 3.6 mg, San Agustin

de Guadalix, Madrid, Espaiia)

17
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Figura 3. Material para extraccion de sangre Figura 4. Muestra de 2 ml basal y

2 ml post procedimientos de
higiene oral.

b. Muestras de fluido crevicular gingival (FCG)

En los pacientes con periodontitis se selecciond la localizacion mds accesible
con la mayor profundidad de sondaje y sangrado al sondaje de cada cuadrante
(Mombelli et al. 1991). En los pacientes sanos, se selecciond la localizacion mas
accesible con sangrado al sondaje de cada cuadrante, y en caso de no haber sangrado,
en mesiovestibular de los primeros molares.

Tras la eliminacién cuidadosa de los depdsitos de placa supragingival, se aislaron las
zonas de interés mediante rollos de algoddn y secado con aire. Se introdujeron dos
puntas de papel estériles (tamafio medio, Maillefer, Ballaigues, Suiza) de forma
consecutiva en la profundidad de la bolsa o del surco periodontal y se dejaron en esa
posicién durante 10 segundos. Las puntas de papel de las cuatro localizaciones
seleccionadas se introdujeron en un Unico vial con 2 ml de fluido de transporte
reducido (RTF) (Sanz et al. 2000).

La toma de muestras de FCG se realizé a los 10 minutos de haber tomado las muestras

de sangre.
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Figura 5. Material para toma muestras FCG Figura 6. Muestras FCG.
Vial RTF.

3. PROCESADO DE LAS MUESTRAS

El procesado de las muestras se realizé en el Laboratorio de Investigacion de la
Facultad de Odontologia (Universidad Complutense, Madrid).
Cada una de las muestras se analizé mediante técnicas de cultivo, en las 2 horas

siguientes a su toma.

a. Procesado de las muestras de FCG.

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

Para el recuento de A. actinomycetemcomitans, las muestras también se plaquearon
en placas de medio Dentaid-1 (Alsina et al. 2001).

Las placas de agar sangre fueron examinadas tras 7 y 14 dias de incubacion anaerdbica
(80% N,, 10% H,, 10% CO, at 37°C). Las placas Dentaid-1 fueron examinadas entre 3y 5

dias de incubacién a 372C en aire con 5% de CO,.
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Los recuentos totales de anaerobios se realizaron en las placas de agar. La presencia y
la cantidad de los patégenos periodontales P. gingivalis, Prevotella intermedia,
Tanneralla forsythia, Parvimonas micra, Campylobacte rrectus y Fusobacterium
nucleatum, ademas de cualquier otra especie que crecié de manera relevante en el
medio, se realizd en las placas de agar no-selectivo. La identificacion de las especies
bacterianas seleccionadas se basé en la tincion Gram y en la morfologia celular,
aerotolerancia, produccién de catalasa y se confirmd mediante el empleo de test
bioquimicos estandar (RapID™ ANA Il System; Remel, Lenexa, KS, EE.UU.).

Se recontaron las colonias en la placa con la dilucién mds adecuada, aquella con entre
30 y 300 colonias, y se calculd el porcentaje que suponia cada patdgeno respecto a la
flora total.

Los recuentos totales de A. actinomycetemcomitans se realizaron en las placas de
Dentaid-1. La identificacién se basd en la tipica morfologia de su colonia (estructura
interna de estrella), su reaccidon catalasa positiva y al uso de una serie de enzimas

especificos (RapID™ NH System, Remel, Lenexa, KS, EE.UU.).

Figura 7. Placa agar sangre Figura 10. Placa agar

no —selectivo. sangre no —selectivo tras

periodo de incubacion;
para recuento.

Figura. 9. Jarra de anaerobiosis para

incubar las placas.

Figura 11. Placa

Figura 8. Placa Dentaid-1.
Denatid-1 tras periodo

de incubacion; para
recuento.
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b. Procesado de las muestras de sangre.
Las muestras de sangre para cultivo se analizaron de forma inmediata tras su
recogida.
Las muestras recibieron los siguientes procedimientos:
e 100ul de sangre fueron plaqueados directamente en placas de agar sangre
no selectivas por duplicado y en placas Dentaid-1 por duplicado.
e Se prepararon diluciones seriadas (1:10) en PBS y se plaquearon tanto en

placas de agar como en placas Dentaid-1.
El resto del procedimiento y el modo de recuentos fue el mismo que el descrito para

las muestras de FCG.

4. ANALISIS DE LOS DATOS

Unidad de andlisis: el paciente

Variables objeto de estudio:

Como variable clinicas se analizaron . La PS y el BOP se
analizaron tanto en toda la boca como en aquellas localizaciones en las que se habian

tomado las muestras para FCG.

Como variables microbioldgicas, tanto para las muestras de FCG como para las

muestras de sangre, estas fueron las variables analizadas:

- : el total de patégenos anaerobios presentes
en las muestras fue calculado a partir de los recuentos totales presentes en
las placas agar sangre y Dentaid-1, multiplicados por el factor de dilucién.
Estos resultados se expresaron en unidades formadoras de colonias por

mililitro (UFC/ml).
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- : fue calculado a partir de los
recuentos individuales de los patégenos presentes en las placas agar sangre
y Dentaid-1, multiplicdndolo por el factor de dilucién. Los resultados se

reflejaron en unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml).

- : tras la identificacion y recuento de los
patégenos periodontales, también fue calculada la proporcién que
representaba cada una de ellos respecto al recuento total de la flora

anaerobia, expresandose con porcentajes (%).

- : se analizaron de manera dicotomica como

presencia o ausencia de cada patdgeno.

Los datos de las variables cuantitativas (recuentos y porcentajes) se presentaron en
forma de media y desviacion estandar (DE). Los datos de las variables categoricas
(prevalencia), se presentaron como porcentajes de sujetos positivos para cada uno de

los patégenos.

Se consideré como variable respuesta principal: la prevalencia de bacterias en

muestras de sangre tras el procedimiento de higiene oral interproximal.

Asi mismo, se consideraron las siguientes variables respuestas secundarias:
e Presenciay niveles de bacterias periodontales en FCG.
e Presencia y niveles de bacterias periodontales en muestras de sangre
en basal.
e PS, REC, BOP, IP global.
e PS, REC, BOP, IP especifica de las localizaciones registradas para la toma

de muestras FCG.
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Distribucidn de datos

Para el analisis de la distribucion de la muestra se observaron la tendencia
central, la dispersidn y la asimetria de la misma mediante la representacién grafica de
los datos.

Asi mismo se realizé el test de Shapiro-Wilk para observar si los datos se

distribuian segun la norma.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd mediante el programa estadistico IBM® SPSS®
Statistics 19.0.

Todos los test estadisticos se efectuaron a dos colas y la significacion estadistica
se establecié con p<0,05 (no hemos dado intervalos de confianza, cuidado).

En funcidon de la normalidad de las distribuciones, se utilizaron los test U de
Mann-Whitney o t-student para comparacion de medias de variables cuantitativas y

los test Fisher'sExact o Chi-cuadrado para las variables categoéricas.
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V. RESULTADOS

1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Las variables clinicas registradas en los pacientes se resumen en la siguiente tabla

(Tabla 1):

PERIODONTALMENTE PERIODONTITIS
SANOS CRONICA

Valor p
Media (DE) Media (DE)
N2 sujetos 11 11
V:3 V:2
Sexo >0,05
M: 8 M:9
Edad 42,5 (11,75) 50,31 (7,6) 0.08
IP global (%) 19,89 (16,20) 75,88 (29,17) 0,001
PS global (mm) 1,83(0,28) 3,79(0,720) <0,001
BOP global (%) 9,43 (4,49) 63,47 (29,56) <0,001
REC global (mm) 0,04 (0,06) 0,96 (0,79) <0,001

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

Las diferencias significativas aparecen marcadas en negrita.

Los valores de indice de placa, profundidad de sondaje, sangrado al sondaje y
recesion medios fueron superiores en el grupo de pacientes diagnosticados con
periodontitis crénica, en comparacién con el grupo de sujetos periodontalmente

sanos, siendo estas diferencias estadisticamente significativas.

Los valores clinicos de las localizaciones registradas para la toma de muestras

FCG aparecen reflejados en la tabla 2.
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PERIODONTALMENTE

SANOS
Media (DE)

IP (%) 11, 36 % (30,33% )
PS (mm) 2,55 (0,75)
BOP (%) 15,91 % (16,85%)

REC (mm) 0,09 (0,17)

PERIODONTITIS
CRONICA
Media (DE)
88,64 % (17,18%)
6,07 (1,32)
95,45 % (10,11%)
0,61 (0,74)

Valor p

<0,001

<0.001
<0,001
0,083

Tabla 2. Valores clinicos de localizaciones muestras FCG. (BOP: sangrado al sondaje; DE: desviacion

estandar; IP: indice de placa; PS: profundidad de sondaje; REC: recesion).

Las diferencias significativas aparecen marcadas en negrita.

Podemos observar que para las variables de indice de placa, profundidad de

sondaje, y sangrado al sondaje existen diferencias estadisticamente significativas entre

los grupos, siendo superiores en el grupo de pacientes diagnosticados con

periodontitis cronica. Destaca sobre todo los valores de la variable profundidad de

sondaje, siendo la media para el grupo de periodontitis cronica de 6,07 mm (DE=1,32)

a diferencia del grupo periodontalemente sano donde la media es de 2,54 mm

(DE=07,5).
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2. FLUIDO CREVICULAR GINGIVAL (FCG)

Los resultados respecto al recuento total e individual de cada patégeno se resumen en

la siguiente tabla (Tabla 3):

RECUENTOS
(UFC/ml)

PERIODONTALMENTE

SANOS
Media(DE)

PERIODONTITIS
CRONICA
Media (DE)

Valor p

Flora bacteriana
total
Aa
Pg
Pi
f
Pm
Cr
Fn
Capn
Ec

4,03E5 (3,64E5)

1,93E3 (6,39E3)
5,00E3 (8,14E3)
6,18E3 (1,19E4)
9,09E2 (1,81E3)
1,003 (3,32E3)
2,27E3 (7,54E3)
2,30E4 (2,66E4)
9,09E1(3,02E2)
1,81E3 (4,05E3)

1,19E7 (1,02E7)

6,76E4 (1,86E5)
5,70E6 (6,52E6)
5,95E5 (8,25E5)
7,36E5 (1,20E6)
3,73E4 (1,20E5)
0,00E0 (0,00EQ)
2,65E5 (4,36E5)
2,73E4 (6,46E4)
9,09E2 (3,02E3)

0,004

0,223
0,002
0,001
<0,001
0,306
0,317
0,003
0,375
0,621

Tabla 3. Recuento total e individual de cada patégeno. (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans;

Capn: Capnocytophaga; Cr: Campylobacter rectus; DE: desviacion estdndar; Ec: Eikenella corredans; Fn:

Fusobacterium nucleatum; M: media; Pi: Prevotella intermedia; Pg: Porphyromonas gingivalis; Pm:

Parvimonas micra; Tf: Tannerella forsythia; UFC/ml: unidad formadora de colonia/mililitro).

Las diferencias significativas aparecen marcadas en negrita.
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En los pacientes con periodontitis se observd un mayor recuento total de
bacterias anaerobias existiendo diferencias estadisticamente significativas (p=0.004)

respecto al grupo de pacientes periodontalmente sanos.

En cuanto al recuento individual de cada bacteria (UFC/ml) se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al recuento individual de
P.gingivalis (p=0,002), P.intermedia (p=0,001), T.forsythia (p<0,001) y F.nucleatum
(p=0,003) siendo mas abundantes en pacientes con periodontitis. La bacteria con
mayor recuento en el grupo de periodontitis fue P.gingivalis frente a F. nucleatum en

el grupo de pacientes periodontalmente sanos. (Figura 12).

Recuento individual de cada patégeno

E 6,00E+06

brd

5 4,00E+06

[e]

£ 2,00E+06 B PERIODONTALMENTE
3 SANOS

§  0,00E+00

B PERIODONTITIS CRONICA

Bacterias periodontales

Figura 12. Recuento individual de cada patdgeno. (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Capn:
Capnocytophaga,; Cr: Campylobacter rectus; Ec: Eikenella corredans; Fn: Fusobacterium nucleatum; Pi:

Prevotella intermedia; Pg: Porphyromonas gingivalis; Pm: Parvimonas micra; Tf: Tannerella forsythia).
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En cuanto a los resultados de porcentaje de cada bacteria respecto al recuento

total, podemos analizarlos de forma resumida en la siguiente tabla: (Tabla. 4)

PERIODONTALMENTE

PERIODONTITIS

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

Tabla 4. Porcentaje de cada bacteria.

(Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Capn:

Capnocytophaga; Cr: Campylobacter rectus; DE: desviacion estdndar; Ec: Eikenella corredans; Fn:
Fusobacterium nucleatum; M: media; Pi: Prevotella intermedia; Pg: Porphyromonas gingivalis; Pm:

Parvimonas micra; Tf: Tannerella forsythia).

Las diferencias significativas aparecen marcadas en negrita.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
bacterias como P.micras (p=0,002) y P.intermedia (p=0,001), siendo los valores medios

de estas bacterias mayores en el grupo de pacientes con periodontitis crénica.

En relacidn a los resultados de la prevalencia de cada bacteria (porcentaje de

sujetos positivos para cada bacteria) podemos analizarlos en la siguiente tabla: (Tabla

5)
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PERIODONTALMENTE PERIODONTITIS

Prevalencia SANOS CRONICA Valor p
% %
Aa 9,1 27,3 0,586
Pg 26,4 81,4 0,004
Pi 36,4 90,9 0,012
f 27,3 90,9 0,004
Pm 9,1 27,3 0,293
Cr 9,1 0 0,500
Fn 90,9 100 0,500
Capn 9,1 18,2 0,500
Ec 18,2 9,1 0,500

Tabla 5. Prevalencia de cada patégeno. (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Capn:
Capnocytophaga,; Cr: Campylobacter rectus; Ec: Eikenella corredans; Fn: Fusobacterium nucleatum; Pi:

Prevotella intermedia; Pg: Porphyromonas gingivalis; Pm: Parvimonas micra; Tf: Tannerella forsythia).

Las diferencias significativas aparecen marcadas en negrita.

En cuanto a la prevalencia (presencia/ausencia) de cada patdgeno, que fue
indicada como porcentaje de pacientes positivos a cada bacteria, (Fig. 13), se vieron
diferencias estadisticamente significativas en las bacterias P. gingivalis (P=0,004) y
T.Forsythia (p=0,004), observando que existia una mayor prevalencia de las mismas en

el grupo de sujetos con periodontitis crénica.
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Prevalencia de cada bacteria
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Figura 13. Prevalencia de cada patégeno. (Aa: Aggregatibacter actinomycetemcomitasn; Capn:
Capnocytophaga,; Cr: Campylobacter rectus; Ec: Eikenella corredans; Fn: Fusobacterium nucleatum; Pi:

Prevotella intermedia; Pg: Porphyromonas gingivalis; Pm: Parvimonas micra; Tf: Tannerellaforsythia).

3. MUESTRAS DE SANGRE

Del total de los 22 pacientes del estudio, 4 de ellos presentaron bacteriemia
basal, uno perteneciente al grupo de sanos y tres al grupo de periodontitis (p=0,070).
En uno de los casos, correspondiente a un paciente con periodontitis, se identificé
F.nucleatum. En los demds casos, las bacterias aisladas predominantemente fueron
bacterias blanco-pigmentadas no hemoliticas, no identificables con ninguna de las

especies bacterianas relacionadas con enfermedades peridontales.

Tras los procedimientos de cepillado interproximal, se observé bacteriemia en
2 pacientes del grupo periodontitis, y en ningln paciente del grupo sano, aunque las
diferencias entre grupos no fueron estadisticamente significativas (p=0,148). Las

bacterias aisladas en este casos fueron bacterias blanco-pigmentadas no hemoliticas,
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no identificables como especies bacterianas relacionadas con enfermedades

periodontales.

En los dos casos de bacteriemia post-cepillado interproximal coincidid la
presencia de bacteriemia basal. En uno de ellos, ademas, el recuento bacteriano tras el
procedimiento fue el doble que en basal, pasando de un recuento de 420 UFC/ml en

basal a 1045 UFC/ml post-cepillado.

En la siguiente tabla podemos observar a modo de resumen los pacientes positivos
tanto a bacteriemia basal y/o post procedimientos, con sus correspondientes

recuentos de flora bacteriana a nivel de FCG:

SANGRE BASAL SANGRE POST

Grupo R FCG R total R Perio R total R Perio
ID_4 P 1,2x10’ 100 0 0 0
ID_5 P 7,7x10° 220 1(Fn) 155 0
ID_7 P 1,3x10’ 420 0 1045 0
ID_19 S 2,1x10* 650 0 0 0

Tabla 6. Pacientes con presencia de bacteriemia. (ID: identificacion paciente; Fn: Fusobacterium
nucleatum; P: periodontitis; R: recuento en unidades formadora de colonia por mililitro (UFC/ml); R FCG:
recuento total de flora bacteriana en FCG; R total: recuento total;, R Perio: recuento de especies

bacterianas asociadas con enfermedades periodontales; S: sano).
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VI. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar la presencia de bacterias relacionadas
con las enfermedades periodontales en bacteriemias de origen oral tras
manipulaciones orales no profesionales, concretamente, tras procedimientos de
higiene oral interproximal. También se analiz6 la flora bacteriana presente a nivel
subgingival en pacientes con periodontitis crénica, comparando la misma con la de

pacientes pertenecientes al grupo de sanos.

En nuestro estudid se observd que en los pacientes con periodontitis
presentaban un mayor recuento total de bacterias anaerobias a nivel oral, existiendo
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo de pacientes

periodontalmente sanos.

En cuanto al recuento individual de cada bacteria se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos en P.gingivalis, P.intermedia, T.forsythia y
F.nucleatum, siendo mas abundantes en pacientes con periodontitis. Cabe destacar
gue la bacteria con un mayor recuento en los pacientes con periodontitis fue
Porphyromonas gingivalis (5,6973x10° UFC/ml), en comparacién con los pacientes

periodontalmente sanos (5,0000x10° UFC/ml).

Respecto a la prevalencia de cada bacteria en los pacientes, que fue indicada
como porcentaje de pacientes positivos a cada bacteria, se vio que P.gingivalis, P.
intermedia y T.forsythia fueron las mds prevalentes en el grupo con periodontitis

cronica, siendo mucho menos prevalentes en los sujetos sanos.

En relacién a las muestras de sangre, se observd que la prevalencia global de
bacteriemia tras el cepillado interproximal fue de 9%, siendo estos 2 de los 22
pacientes analizados y concediendo estos con el grupo de periodontitis. Cabe
mencionar que estos ademds también presentaron bacteriemia previa al cepillado
interproximal, sin embargo en uno de ellos el recuento bacteriano tras el cepillado fue
el doble que el recuento previo al cepillado interproximal. También se encontré
presencia de una bacteria periodontopatégena (F.nucleatum) en un paciente del grupo

de periodontitis en las muestras previas al cepillado, no coincidiendo este con una
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bacteriemia tras el cepillado. Sin embargo, no fuimos capaces de identificar
periodontopatdgenos especificos como P.gingivalis y A. actinomycetemcomitans en las

muestras de sangre.

Las periodontitis créonicas son una de las enfermedades mas frecuentes del ser
humano a nivel oral; son consideradas infecciones crénicas donde los patdgenos
bacterianos presentes en la placa subgingival son responsables del inicio y la
progresion de la misma (Bascones et al. 20006). Las bacterias anaerobias mas
importantes y prevalentes en el area subgingival son A.actinomycetemcomitans y
P.gingivalis, pudiendo destacar también bacterias como P.intermedia y T.forsythia. En
estudios recientes, se ha demostrado mediante el empleo de técnicas microbioldgicas
de cultivo (Sanz et al. 2000) que la frecuencia de deteccion en pacientes con
periodontitis de P. gingivalis es especialmente elevada en Espafia (superior al 60% de
los pacientes con periodontitis). Asi lo demuestran también los resultados encontrados
en este estudio, ya que se pudo observar una mayor prevalencia y recuento individual

de P.gingivalis en sujetos diagnosticados con periodontitis cronica.

En nuestro estudio se observd una prevalencia global de bacteriemia tras el
cepillado interproximal del 9%. En comparacion con los estudios publicados dénde
analizan las bacteriemias tras actividades diarias rutinarias como los procedimientos
de higiene bucodental, coincidimos con autores como Kinane et al. y Forner et al.
(Kinane et al. 2005; Forner et al. 2006), donde presentan prevalencias de bacteriemias
post manipulaciones del 3% y 5% respectivamente. Sin embargo el grado de
bacteriemia en nuestro caso fue de menor magnitud en comparacion al 54%, 43%, 40%
0 22% que presentaron autores como Madsen et al., Silver et al., Crasta et al. y
Lockhart et al. respectivamente (Madsen et al. 1974; Silver et al. 1977; Crasta et al.
2009; Lockhart et al. 2008). Cabe destacar que en uno de los estudios publicado no
encuentran bacteriemia tras procedimientos de higiene bucodental (Hartzell et al.

2005).
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Si observamos y comparamos las prevalencias de bacteriemias tras
procedimientos de higiene oral, en pacientes con periodontitis versus los pacientes
periodontalmente sanos, en nuestro estudio pudimos concluir que el 9% corresponde
Unicamente a pacientes con periodontitis, siendo de 0% en pacientes
periodontalmente sanos. Estos resultados coinciden con los presentados en el estudio
de Kinane et al. (Kinane et al. 2005) dénde el 5% de bacteriemia observado
corresponde Unicamente a pacientes con periodontitis, no dando positivo a
bacteriemia ningln paciente periodontalmente sano. Esto puede indicar por ello, que
en condiciones inflamatorias como en casos de periodontitis crdnica, puede que exista
una mayor entrada de microorganismos al torrente sanguineo, debiéndose al mayor
grado de irrigacién periodontal que presentan estos pacientes, produciendo asi una
mayor superficie de entrada para las bacterias (Parahitiyawa et al. 2009). No obstante,
Madsen et al. (Madsen et al. 1974) observan un 54% de prevalencia en pacientes con
periodontitis respecto a 19% en pacientes periodontalmente sanos. Estudios recientes
citan que la prevalencia de bacteriemias estaria mas asociada a la cantidad de placa
bacteriana presente y al grado de inflamacion gingival, que al diagndstico periodontal
(Tomas et al. 2012). Con ello se justificaria que, en estudios que consideran
periodontalmente sanos pacientes con gingivitis pueden dar positivo a bacteriemias

tras procedimientos de origen oral.

Esta amplia variabilidad encontrada entre diferentes estudios puede deberse
en parte al estimulo utilizado para provocar dichas bacteriemias, si bien es verdad que
todos analizan las bacteriemias tras procedimiento de higiene oral, el mecanismo
utilizado para dicho fin no es el mismo. Algunos autores utilizan cepillos tradicionales
manuales sin pasta dentifrica (Kinane et al. 2005; Lockhart et al. 2008) o con pasta
(Hartzell et al. 2005; Schlein et al. 1991), o incluso cepillos eléctricos (Silver et al. 1977;
Scoyers et al. 1973). Sin embargo dos de los estudios que presentan una mayor
prevalencia de bacteriemias, son aquellos en los que se ha utilizado un procedimiento
de higiene oral interpoximal. En el caso de Crasta et al. (Crasta et al. 2009) utiliza el

hilo dental, encontrando una prevalencia del 40%, asi mismo Madsen et al. (Madsen et
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al. 1974) complementa el cepillado dental cotidiano con el uso de palillos
interproximales encontrando por ellos prevalencias del 54%. Esto puede indicar que el
utilizar técnicas de higiene interproximal puede aumentar el grado de bacteriemia, a
diferencia de estudios dénde evaltan el cepillado cotidiano. Esto puede deberse a que
en el caso del hilo dental sobre todo, éste debe ser introducido bajo la encia, siendo
este el lugar donde se encuentran las bacterias, pudiendo asi favorecer de una forma
mayor al paso de bacterias al torrente sanguineo. Sin embargo, en nuestro estudio
fueron utilizados cepillos interproximales y los resultados no fueron tan prometedores.
Cabe destacar que los autores que mas prevalencia presentan, son aquellos en los que
el procedimiento de higiene oral, fue realizado por parte del investigador (Crasta et al.
2009; Madsen et al. 1974; Silver et al. 1977) y no por parte del propio paciente como
en algunos de los demas estudios (Kinane et al. 2005; Lockhart et al. 2008; Schlein et
al. 1991). Esto puede influenciar en los resultados, ya que si el procedimiento de
higiene oral es realizado por parte del investigador, implicara que este tenga la técnica
mas depurada y perfeccionada, siendo ademas el estimulo mas estandarizado para
todos los pacientes. En nuestro caso todos los procedimientos de higiene interproximal

fueron realizados por un Unico investigador calibrado.

Por otro lado, si observamos el tiempo empleado para los procedimientos de
higiene oral, podemos observar que en el estudio de (Hartzell et al. 2005), ddénde
muestran un 0% de prevalencia global tras la higiene oral, el tiempo del
procedimiento fue menor de 1 minuto, pudiendo ser por ello tiempo insuficiente para
provocar bacteriemia. En los demas estudios que dan positivo a bacteriemias de origen
oral, los tiempo del procedimiento de higiene oral fueron de 2 minutos (Kinane et al.
2005, Silver et al.; Lockhart et al. 2008; Schlein et al. 1991), incluso existiendo un
estudio en el que la duracién fue de 4 minutos. Sin embargo, el hecho de aumentar el
tiempo de la técnica de higiene oral, no suponia una mayor prevalencia. Cabe destacar,
qgue en el estudio de Hartzell et al. (Hartzell et al. 2005) complementan el cepillado
dental con el uso de una pasta dentifrica, siendo el Unico autor que lo hace y pudiendo

por ello influir en los resultados. En nuestro caso, el tiempo utilizado para el paso de
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cepillos interproximalesfue de maximo 2 minutos, coincidiendo con algunos de los
autores. Aun asi, quizas no fue suficiente el tiempo empleado para el estimulo de

bacteriemia.

Las diferencias encontradas en los resultados de los estudios publicados,
también puede deberse al momento de la toma de sangre tras el procedimiento de
higiene oral. Observamos que autores como Kinane et al. (Kinane et al. 2005), que
toman una Unica muestra de sangre inmediatamente después del cepillado dental,
presenta una menor prevalencia (3%), en comparacion a aquellos que esperan un
minimo de 30 segundo (19%, 41%) (Silver et al. 1977; Lucas et al. 2008), un 1 minuto
(17%, 54%) (Madsen et al. 1974; Sconyers et al. 1973) o incluso 3 minutos (25%)
(Schlein et al. 1991). Sin embargo, en aquellos autores que evallan la bacteriemia de
una forma escalonada en el tiempo como en el caso de Crasta et al. (Crasta et al.
2009), se observa que a los 30 segundos tras el procedimiento de higiene oral la
prevalencia es del 40% en pacientes con periodontitis, pero a los 10 min aun
encontrado cierto grado de prevalencia, estda es mucho menor (27%). En el estudio de
Lockhart et al. (Lockhart et al. 2008) obtienen muestras de sangre durante el
procedimiento de higiene oral, a los 3 minutos, a los 20 y 40 minutos tras el
procedimiento, observando que de la prevalencia global presentada de 22% en todas
las tomas, el 93% correspondian a muestras tomadas a 1,5 minutos tras el inicio del
procedimiento y viendo sélo un 9% a los 20 minutos. En nuestro caso el momento de
la toma de sangre se realiz6 1 minuto tras finalizar del paso de cepillos
interproximales; sin embargo en comparacién con los autores que también usan este
momento de toma, en nuestro caso observamos que el grado de bacteriemia es

menor.

Otros de los motivos que puede dar lugar a la gran diversidad de resultados en
los estudios, se deba a la técnica de andlisis utilizada. Algunos autores utilizan

sistemas de hemocultivo (Hartzell et al. 2005; Silver et al. 1977; Schlein et al. 1991),
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utilizando algunos de ellos uno mas especificos como el BACTEC (Kinane et al. 2005;
Lockhart et al. 2008); mientras que otros por el contrario utilizan sistemas de lisis
centrifugacién (Lucas et al. 2008; Forner et al. 2006), con mayores valores de
prevalencia (40%, 43%) (Crasta et al. 2009; Silver et al. 1977] con BACTEC que con lisis
centrifugacién (19% y 5%) (Forner et al. 2006; Lucas et al. 2008). Cabe destacar que
estos dos sistemas son utilizados en el dmbito hospitalario para detectar e identificar
bacterias de una forma mas general, no siendo especificos para bacterias
periodontales. En nuestro caso se aplicé una técnica consolidada y muy utilizada para
la deteccién de baterias periodontopatogenas presentes en muestras de FCG (Oteo et
al. 2010; Herrera et al. 2008). Con ello, se vio que el empleo de esta técnica de cultivo
directa y especifica de bacterias periodontales, es capaz de detectar cierto grado de

bacteriemia de origen oral, siendo en nuestro caso de un 9%.

Cabe destacar que autores como Lockhart et al. y Kinane et al. (Kinane et al.
2005; Lockhart et al. 2008) complementan el sistema del hemocultivo con una técnica
de biologia molecular de PCR basada en el uso de cebadores bacterianos universales
para el gen 16S ARN. En el caso de Kinane et al. (Kinane et al. 2005), se observd que la
prevalencia del 3% de bacteriemia observada en los pacientes con técnicas de
hemocultivo, fue mayor al analizarla con PCR, aumentandose hasta un 13% la

prevalencia.

Aunque para la evaluacién directa de los patdgenos periodontales en sangre
periférica, las técnicas de cultivo hayan sido las mads utilizadas, existen autores Castillo
et al. (Castillo et al. 2011) que afirman, que este tipo de técnicas al requerir el uso de
medios enriquecidos, podria hacer poco fiable su sensibilidad, pudiendo asi detectar
una cantidad menor de bacterias que las presentes en la realidad. Por ello, proponen
gue métodos diagndsticos basados en técnicas de biologia molecular pudieran
aumentar la sensibilidad y la especificidad de la deteccién de microorganismos,

incluyendo la deteccién de organismos muertos que puedan estar presentes en el
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torrente sanguineo y que no podrian ser identificados por técnicas de cultivo, ya que

estas se basan en el crecimiento y proliferacién bacterianos.

Ademads existen estudios, que han utilizado este tipo de técnicas de biologia
molecular de la PCR, con cebadores especificos para bacterias periodontopatégenas
para analizar las bacteriemias tras procedimientos clinicos como el raspado y alisado
radicular, obteniendo resultados positivos de prevalencia ante patégenos
periodontales como P.gingivalis y A.actinomycetemcomitans dénde se observé un 31%

y 21,4 % de prevalencia respectivamente (Castillo et al. 2011).

Esto podria justificar, que en nuestro estudio, puede que aun no encontrando
resultados positivos para dichas bacterias utilizando medios de cultivo directos,
podrian ser detectados mediante técnicas de biologia molecular, ya que estos son
capaces de identificar cantidades mas pequefias de bacterias e incluso bacterias que al

pasar al torrente sanguineo podrian presentarse muertas.

Por otro lado, en cuanto al tipo de bacterias encontradas en sangre, tanto en
muestras previas y posteriores al cepillado interproximal, pudimos identificar las
bacterias con una morfologia blanco pigmentadas no hemoliticas, sélo siendo capaces
de identificar una especie bacteriana relacionada son la periodontitis en uno de los
pacientes del grupo de periodontitits (F. nucleatum). Sin embargo, autores como
Lockhart et al. y Crasta et al. (Crasta et al. 2009; Lockhart et al.2008) si encontraron
presencia de A. actinomycetemcomitans en muestras de sangre tras procedimientos
de higiene oral. No obstante, en la mayoria de los estudios publicados el género
bacteriano mas identificado es el Streptococcus spp. Por ejemplo en el trabajo
publicado por Lockhart et al. (Lockhart et al. 2008) destacan que el 49% de toda la flora
bacteriana encontrada fueron Streptococcus spp. Ademas autores como Forner et al. y
Crasta et al. (Forner et. 2006; Crasta et al. 2009), junto con Lockhart et al. (Lockhart et
al. 2008), encuentran especies como Streptococcus mitis o Streptococcus mutans,

siendo éstas colonizadores de la flora oral.
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Por ello, tanto el no haber podido identificar correctamente la especie
encontrada en las bacteriemias (colonias blancas beta hemoliticias o no-hemoliticas),
como el hecho de ser un estudio piloto con un ndmero reducido de participantes,
determina que nuestros resultados tienen que ser interpretados y comparados con los
otros estudios con precaucién. Sin embargo, los datos de este estudio resultan idéneos
para ser usados como la base para el disefio de futuros estudios que traten de
determinar el grado y la magnitud de bacteriemias tras procedimientos de higiene oral
interproximal. Por ello en futuros estudios seria recomendable: (1) mantener el mismo
estimulo para provocar la bacteriemia pero aumentando el tiempo del mismo; (2)
utilizar técnicas de biologia molecular, para asi poder complementar a las técnicas de
cultivo, y comparar con ello la capacidad de deteccion de bacterias periodontales no
solo en bacteriemias sino también en las muestras de fluido cervicular; por ultimo (3)
respecto al momento de la toma de muestras de sangre tras los procedimientos de
higiene oral, se podria valorar el tomar las muestras a los 30 segundos y no 1 minuto

después.
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VII. CONCLUSIONES

Considerando las limitaciones del presente estudio piloto, se puede concluir lo

siguiente:

1. Existe riesgo de sufrir bacteriemias repetidas tras el uso de cepillos a nivel
interproximal; sin embargo, no se pueden establecer conclusiones sobre la
influencia del diagndstico periodontal en este riesgo, dado que es un estudio

piloto con un niumero reducido de pacientes.

2. Aunque las técnicas microbiolégicas de cultivo especificas utilizadas para el
diagnostico de bacterias de muestras de FCG puede ser utilizadas para analizar
cierto grado de bacteriemias de origen oral, técnicas con mas sensibilidad y
especificidad como la PCR podrian ayudar a una mayor deteccidon de las

mismas.

3. Los sujetos que presentaron bacteriemia de origen basal, pueden indicar una
exposicion acumulativa de bacterias en el torrente sanguineo tras la realizacion
de actividades diarias rutinarias como el cepillado o la masticacion en pacientes

con periodontitis.
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Estudio: Deteccidon y cuantificacion de bacteriemias asociadas a manipulaciones bucales no
profesionales.

Investigadores: MARIANO SANZ, DAVID HERRERA, ELENA FIGUERO, ESTEFANIA LAGUNA,
M2JOSE MARIN, MARIA DEL CARMEN SANCHEZ, ARANCHA LLAMA

Centro de la Investigacion

Estudio Clinico: Clinica del Programa Master de Periodoncia
Facultad de Odontologia
Universidad Complutense — Madrid

Estudio Microbiolégico: Servicio de Microbiologia Oral y Biologia Molecular
Facultad de Odontologia
Universidad Complutense — Madrid.

INFORMACION

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

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

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

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

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

Seme ha explicado que para la realizacidn del tratamiento es imprescindible mi colaboracidon
con unas medidas de higiene y alimentacion previas a la cita de toma de muestras, siendo asi
que su omisién puede provocar resultados distintos a los esperados. A su vez, asumo que ho
debo de tomar ningun antibidtico ni antiséptico que pueda influir en los resultados del
estudio, a no ser que sea estrictamente necesario y prescrito por un facultativo.

Cualquier duda que tenga, podra ser resuelta por cualquiera de los miembros del equipo
investigador.
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ANEXO ll: Consentimiento Informado

g Universidad Complutense de Madrid
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Estudio: Deteccion y cuantificacion de bacteriemias asociadas a manipulaciones bucales no
profesionales.

(NOMBRE Y APELLIDOS)
He recibido la hoja de informacion.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido respuesta satisfactoria a mis preguntas.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

(R LN =1 o1 = Lo Lo X elo Y TR
(NOMBRE Y APELLIDOS DEL INVESTIGADOR)

Comprendo que mi participacidon es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio.

12 Cuando quiera

29 Sin tener que dar explicaciones

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.
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