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RESUMEN 

Antecedentes: Se ha descrito que uno de los principales agentes 
etiológicos que contribuye a la progresión de la periodontitis es la 
Porphyromonas gingivalis, además de la asociación con enfermedades 
sistémicas asociado al paso del microorganismo a la sangre. Se han 
utilizado diferentes técnicas moleculares como la PCR y los 
hemocultivos para la identificación de este periodontopatógeno en 
sangre. Sin embargo, el hemocultivo presenta desventajas frente a los 
métodos moleculares en cuanto a su sensibilidad, recientemente se 
desarrolló la ddPCR que reporta sensibilidades de hasta una copia de 
DNA. Objetivo: Comparar la detección de Porphyromonas 
gingivalis por hemocultivo y ddPCR a partir de sangre periférica en 
pacientes con periodontitis crónica después de cepillado 
dental. Métodos: Se incluyeron 34 pacientes con periodontitis con 
previo consentimiento informado. Se realizó cepillado supervisado 
durante 2 minutos en cuatro tiempos diferentes (antes T0, 
inmediatamente terminado T1, a los 15 min posteriores T2 y una hora 
después T3) en los cuales se tomó una muestra de sangre periférica 
para la realización del hemocultivo, la detección y cuantificación  
mediante la ddPCR. Resultados: En un total de 34 pacientes la 
detección de P. gingivalis por hemocultivo fue del 2,34% mientras que 
por ddPCR fue del 79,41% hasta T2. En 28 pacientes de realizó el 
análisis hasta el T3 en donde la detección de P. gingivalis por 
hemocultivo fue del 3,6% mientras que para ddPCR fue del 78,6%. De 
manera interesante a la hora del cepillado la cantidad de P. gingivalis 
disminuye hasta el 67,9%. En cuanto a la cuantificación la bacteremia 
alcanzó recuentos más altos en el T2 con una mediana de 6,25 
copias/µL y un IQR: 2,5-39, mientras que para el análisis hasta el T3 
los recuentos alcanzaron una mediana de 14 copias/µL IQR=0-86). 
Conclusiones: Se demostró que para la detección de Porphyromonas 
gingivalis de pacientes con periodontitis a partir de sangre periférica 
la ddPCR es más sensible y rápido en comparación con el hemocultivo. 
Además, permite realizar la cuantificación de la bacteria.  

Palabras Clave: Porphyromonas gingivalis, hemocultivo, PCR 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

        Background: One of the main ethiological agents contributing to the 
progression of periodontitis is the Porphyromonas gingivalis, in 
addition to the association with systemic diseases due to the micro-
organism’s transit through the bloodstream. Several molecular 
techniques have been used, such as PCR and haemo-cultures for 
identification of this periodonto-pathogen. However, the culture 
presents disadvantages in sensitivity with regards to molecular 
methods. Recently, ddPCR has been developed which reports 
sensitivities up to one DNA copy. Objective: to compare the detection 
of Porphyromonas gingivalis with haemo-culture and ddPCR in 
peripheral blood after brushing from patients with chronic 
periodontitis. Methods: The sample consisted of 34 patients with 
periodontitis, who had signed an informed consent. A brushing was 
carried out for two minutes during four different times (before T0, 
immediately after T1, after 15 minutes T2 and one hour after T3), after 
which a peripheral blood sample was taken for the culture, detection 
and quantification by ddPCR. Results: The detection of P. gingivalis by 
haemo-culture among the 34 patients was of 2.34% and with ddPCR 
was 79.41% up to T2. The analysis was done on 28 patients up to T3, 
where detection of P. gingivalis by culture was 3.6% and ddPCR was 
78.6%. The level of P. gingivalis diminishes with brushing up to 67.9% 
and bacterial quantification reached highest levels during T2 with a 
median of 6.25 copies/µL IQR: 2.5-39 and analysis for T3 reached a 
median count of 14 copies/µL IQR=0-86. Conclusions: detection of 
Porphyromonas gingivalis from peripheral blood with ddPCR is more 
sensitive and faster compared to the haemo-culture. Additionally, it 
allows bacterial quantification. 

         Key words: Porphyromonas gingivalis, haemo   culture, PCR 
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1. INTRODUCCIÓN 

La enfermedad periodontal comprende un conjunto de infecciones originadas por 

microorganismos que penetran el tejido periodontal, afectan la unión del tejido conectivo y 

el hueso alveolar, y consecuentemente conducen a la pérdida de las estructuras dentales. La 

periodontitis ha sido durante mucho tiempo un problema de salud pública que aqueja a la 

población en general y es por esto que es un reto para el odontólogo abordarla de la forma 

correcta.  

Se ha descrito que Porphyromonas gingivalis es uno de los principales agentes etiológicos que 

contribuye a la progresión de esta enfermedad;  factores estructurales como las fimbrias 

proporcionan su adhesión a los tejidos periodontales y de la misma forma los factores de 

secreción como las proteasas hidrolizan los componentes de este tejido originando así daño 

tisular y pérdida de soporte (Cardozo et al.,2015), de manera que la detección de este 

microorganismo es de gran relevancia para realizar un diagnóstico y planificación de 

tratamiento apropiado. 

Existen diversos métodos de estudio de microorganismos, la utilización de técnicas 

moleculares como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y también los hemocultivos 

han permitido la detección de este periodontopatógeno;  a pesar de que la primera es una 

técnica sensible y específica que precisa de menor tiempo, la segunda ha sido la técnica 

convencional y de mayor uso en los laboratorios para la identificación de estos 

microorganismos en sangre; sin embargo algunos autores afirman que la necesidad de 

utilizar medios de enriquecimiento podrían disminuir la cuantificación y por lo tanto reducir 

la fiabilidad de su sensibilidad (Castillo et al., 2011). 

En referencia a lo anterior, este trabajo se realizará con el fin de evaluar la presencia de 

Porphyromonas gingivalis en muestras de sangre de pacientes con periodontitis severa 

previo y posterior a realizar raspaje y alisado radicular por medio de PCR digital y 

hemocultivo. 
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2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Enfermedad periodontal 

La periodontitis es una de las enfermedades orales que más afecta a los individuos  y hoy en 

día la prevalencia mundial según la Organización Mundial de la Salud es de 80% y en 

Colombia según el Estudio Nacional De Salud Bucal (ENSAB IV), la mayor parte de la 

población (61.8%) evidencia periodontitis en sus diferentes grados de severidad, siendo la 

más frecuente la periodontitis moderada, presente en el 43.46% de los sujetos, seguida por 

10.62% con periodontitis avanzada, con un 38,20% de los sujetos que se clasifican como sin 

periodontitis y se define como una enfermedad inflamatoria crónica. Su etiología se basa 

principalmente en la acumulación de bacterias periodontales ubicadas dentro de la placa 

subgingival estableciendo así una microbiota que da lugar a la destrucción de los tejidos de 

soporte del diente (Yashima et al., 2009, Castillo et al., 2011). 

2.2 Bacteremia después de tratamientos orales 

Los microorganismos más encontrados en el torrente sanguíneo relacionados con la 

periodontitis son: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans. Eikenella corrodens, Campylobacter rectus estos se encuentran 

presentes en grandes cantidades en bolsas periodontales profundas y en condiciones 

periodontales severas (Castillo et al., 2011, Lafaurie et al., 2007b). 

Este conocimiento hizo posible definir datos microbiológicos útiles de la terapia periodontal 

y reforzó el concepto de que la eficacia clínica está asociada con la supresión de patógenos 

periodontales y la recolonización por especies compatibles con el hospedador (Carvalho et 

al., 2005) 

La erradicación de este tipo de infección suele no ser efectiva solamente con el uso de 

antibióticos, debe haber una eliminación de la placa supragingival, sobre todo en los 

pacientes que presentan un control de placa bacteriana deficiente, ya que sin el retiro de esta 

no se lograran cambios clínicos; por lo que es necesario realizar la eliminación de la 

biopelícula mediante desbridamiento mecánico (Yashima et al., 2009, Carvalho et al., 2005).  
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El raspaje y alisado radicular es el tratamiento periodontal más común y varios estudios han 

demostrado una mejora en los signos clínicos con el uso de esta terapia tiene. El objetivo de 

esta es la eliminación tanto del cálculo y el cemento contaminado como  la remoción 

bacteriana adherida a las superficies radiculares y las bolsas periodontales mediante la 

instrumentación. La disminución de la microbiota bacteriana con la primera sesión de este 

procedimiento es considerablemente positiva aun sin la supresión completa de los depósitos 

de cálculo subgingivales (Bollen et al., 1996. Carvalho et al., 2005, Toshiya et al., 2010).  

Sin embargo, en estos pacientes la literatura reporta que diferentes procedimientos 

odontológicos pueden llegar a provocar el paso de este tipo de bacterias periodontopáticas 

al torrente sanguíneo, entre algunos de ellos se encuentran exodoncias, retiro de suturas, 

endodoncias, sondaje, raspaje y alisado radicular; no obstante, la bacteremia, también puede 

ser causada en menos frecuencia  por hábitos cotidianos como la masticación, el cepillado 

dental que ha reportado prevalencia de bacteremia del 0-62% y el uso de la seda dental del 

02-41 %  (Forner et al., 2006, Toshiya et al., 2010, Castillo et al., 2011, Lafaurie et al., 2007, 

Hartzellet al. 2005).  

2.3 Bacteremia 

Varios estudios han señalado que de los microorganismos asociados a enfermedades 

sistémicas como aterosclerosis, aneurisma aórtico abdominal y la enfermedad de Buerger; 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis son las bacterias que se 

encuentran con más frecuencia en muestras de sangre periférica (Forner et al., 2006, Toshiya 

et al., 2010, Castillo et al., 2011, Lafaurie et al., 2007). 

Puede presentarse una considerable variabilidad debido a las técnicas utilizadas, el uso de 

un torniquete, los componente de la anestesia, el tiempo de recolección de muestras de 

sangre, el estado periodontal, la composición de la microbiota  gingival y los métodos de 

identificación para el aislamiento de microorganismos (Toshiya et al., 2010, Castillo et al., 

2011) 
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Adicionalmente, se reporta que la coagulación de la sangre, la función de las plaquetas, y 

síntesis de prostaglandinas puede verse afectada por los componentes de las bacterias que 

causan infecciones orales especialmente el lipopolisacarido, (Toshiya et al., 2010). 

Los tratamientos periodontales no quirúrgicos que causan bacteremia muy pocas veces 

afecta a personas sanas, debido a que  las células fagociticas eliminan estos microorganismos 

rápidamente del torrente sanguíneo. En pacientes con compromisos sistémicos este tipo de 

procedimientos  podrían causar el desarrollo de endocarditis infecciosa e infección protésica 

articular y una variedad de otras infecciones del sitio distante (Toshiya et al., 2010). 

Lafaurie et al.,  (2007) reporto que el  28,6% de todas las bacteremias son causadas por 

Porphyromonas gingivalis  

“La endocarditis infecciosa es una enfermedad grave y potencialmente mortal”, esta puede 

afectar a pacientes con enfermedades de base como son: enfermedades congénitas, defectos 

endocardicos adquiridos o prótesis valvulares, ya que las bacterias que pasan al torrente 

sanguineo pueden propagarse rápidamente. Por lo anterior, es importante realizar un 

examen clínico y radiográfico exhaustivo previo a iniciar un tratamiento dental en pacientes 

con alto riesgo de desarrollar endocarditis infecciosa para así desarrollar un tratamiento 

adecuado (Daly et al., 1997). 

En el estudio realizado por Forner en el 2006 se evidenciaron diferencias entre los 

microorganismos de acuerdo a la condición periodontal que presentaban los participantes, 

se encontró entre los individuos que desarrollaron bacteremia que en aquellos que tenían 

gingivitis fueron aislados bacilos Gram positivos y F. nucleatum a diferencia de los que tenían 

periodontitis en los que la diversidad de especies fue mayor encontrando bacilos Gram 

negativos anaeróbios como P. intermedia, Prevotella buccae, F. nucleatum y P. gingivalis lo que 

expresa que la flora bacteriana de esta última es mucho más compleja; indicando que estos 

pacientes constituyen un riesgo significativo de invasión tisular. (Forner et al., 2006)  

Con respecto, a los pacientes con el hábito de fumar, estos presentan menos sangrado 

gingival, que los pacientes que no fuman. Por esto, esta condición influye potencialmente la 

incidencia de bacteriemia. Sin embargo, el estudio realizado por Toshiya en el 2010 se mostró 
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que no hay una diferencia significativa entre fumadores y no fumadores en la tasa de 

incidencia de bacteremia después de raspaje y alisado radicular, explicando que esta 

situación pudo deberse a la cantidad y frecuencia de paquetes de cigarrillos consumidos por 

año.  

Diferentes estudios han reportado que la infección local y la bacteriemia transitoria debida a 

bacterias periodontopáticas pueden estar relacionadas con la patogénesis de la asociación 

entre la enfermedad periodontal y la enfermedad cardiovascular y accidente 

cerebrovascular. (Toshiya et al., 2010, Castillo et al., 2011) 

Para evaluar la presencia de microorganismos periodontopáticos presentes en sangre, el 

método diagnostico implementado con más frecuencia ha sido el hemocultivo. No obstante, 

la sensibilidad y la capacidad de detectar pequeñas cantidades de bacterias se ve disminuida, 

ya que esta requiere medios enriquecidos y no es totalmente confiable; por lo cual el uso de 

otras técnicas como la molecular puede hacer que tanto la sensibilidad como la especificidad 

aumenten. (Castillo et al., 2011) 

Dado que la bacteremia causada por procedimientos dentales puede causar endocarditis 

infecciosa y aunque no se tiene datos concretos Daly en su estudio de 1997 estima que se 

presenta entre el 15 y 40 % de casos en pacientes con lesiones cardiacas previas. Por lo tanto 

es conveniente hacer uso de profilaxis antibiótica. El estudio realizado por Morozumi en 2010 

expusó que la administración de azitromicina como profilaxis antibiótica evidencia una 

reducción significativa en el riesgo de desarrollar endocarditis bacteriana por lo cual, se 

consideró efectiva en la bacteremia luego de realizar raspaje y alisado radicular. (Daly et al., 

1997, Toshiya et al., 2010). 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Descripción del problema  

La etiopatogenia de la periodontitis se basa en la definición de periodontitis como 

enfermedad inflamatoria crónica causada por bacterias que residen en la biopelícula 

subgingival, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans han sido los patógenos específicos más frecuentemente asociados 

con esta enfermedad, están presentes en grandes cantidades en bolsas periodontales 

profundas y en condiciones periodontales graves (Dzink et al., 1988, Ali et al.,1996, Ashimoto 

et al.,1996, Haffajee et al. 2008).En Colombia la prevalencia de periodontitis es alta, el 61,8 % 

según el ENSAB IV, por ende la bacteriemia asociada a periodonto patógenos también es de 

alta frecuencia ya que esta es causada generalmente por estímulos asociados a tratamientos 

periodontales (raspaje y alisado radicular) que reciben estos pacientes y también a 

actividades cotidianas como el cepillado. 

Varios estudios han demostrado identificación de patógenos periodontales tales como P. 

gingivalis y  A. actinomycetemcomitans en muestras de sangre periférica (bacteriemia) en los 

pacientes con periodontitis severa mediante el uso de hemocultivo, sin embargo se han 

implementado técnicas moleculares como la PCR utiliza primers específicos amplificados 

para genes de ARN ribosomal 16S (Forner et al. 2006).  

Para la detección de estas bacterias en sangre periférica se han utilizado dos métodos 

principalmente los cuales son hemocultivo y Nested-PCR. Algunos estudios afirman que el 

hemocultivo es el método más utilizado para la detección de bacterias en sangre periférica 

ya que detecta tasas altas inmediatamente después de la intervención periodontal, sin 

embargo, requiere el uso de medios enriquecidos que promueven el crecimiento y 

proliferación de bacterias lo que hace que su especificidad no sea confiable en los tiempos de 

muestras posteriores por lo cual no provee la cantidad exacta de microorganismos (Messini 

et al.,1999, Forner et al., 2006, Lafaurie et al., 2007), por esto se propone utilizar la técnica de 

PCR digital que puede aumentar la sensibilidad y la especificidad de la detección de los 

patógenos periodontales al utilizar la técnica molecular para la detección de 
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microorganismos con cebadores específicos para ARN ribosomal 16s, que además permite 

cuantificar de manera absoluta las copias de DNA que pasan al torrente sanguíneo. 
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4. JUSTIFICACIÓN 

Debido a la alta prevalencia de paso de periodonto patógenos a torrente sanguíneo 

(bacteremia) de pacientes con periodontitis después del cepillado dental, este trabajo es 

relevante, yaque si se demuestra el paso de estas bacterias al torrente sanguíneo comparando 

el método de hemocultivo y PCR digital, esto puede demostrar la frecuencia del paso de 

Porphyromonas gingivalis al torrente sanguíneo luego de este procedimiento. Además se 

puede identificar cual método de detección de Porphyromonas gingivalis en sangre periférica 

es de mayor utilidad y esto puede aportar para estudios posteriores que realicen 

investigaciones acerca del paso de periodontopatógenos a sangre periférica. Según el estudio 

Castillo et al., 2011 reporta que la prevalencia de Porphyromonas gingivalis en placa 

subgingival es de 100% y de 28,6 % para sangre periférica en pacientes con periodontitis, es 

probable que por los métodos usados se estén subvalorando las frecuencias de este patógeno 

en sangre periférica, además este nuevo método permite cuantificar de manera absoluta. 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

9 
 

5. SITUACIÓN ACTUAL EN EL AREA DE INVESTIGACIÓN 

La bacteriemia se ha asociado a actividades diarias comunes como el cepillado de los dientes, 

el uso de hilo dental y la masticación, aunque la acumulación de placa y la inflamación gingival 

estaban significativamente correlacionadas con la bacteriemia debida al cepillado, no se 

encontraron tales correlaciones para la bacteriemia causada por el uso de hilo dental o la 

masticación. 

También se ha asociado la bacteremia secundario a procedimientos odontológicos como el 

raspaje y alisado radicular en pacientes con periodontitis, que al igual que en el cepillado se 

correlaciona con acúmulos de placa dental e inflamación periodontal, ya que la bacteremia 

se produce cuando las bacterias que hay en boca pasan al torrente sanguíneo. Diversos 

estudios  han descrito técnicas para detectar microorganismos en sangre periférica  como el 

hemocultivo y PCR. (Zhang et al., 2013) 

A pesar de que se conoce que la bacteremia es transitoria, es importante tener en cuenta que 

los microorganismos en cavidad oral pueden causar infecciones distantes. Hoy en día la 

asociación de ésta con la patogénesis de la aterosclerosis ha sido un tema de interés debido 

a que la evidencia muestra que los componentes de estos microorganismos juegan un papel 

importante en la formación de trombos y por consiguiente conducir a infarto cerebral e 

infarto agudo de miocardio, esto porque en particular el lipopolisacárido afecta la 

coagulación de la sangre, la función de las plaquetas y la síntesis de prostaglandinas. (Alka et 

al., 2013) 
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6. OBJETIVOS DEL ESTUDIO 

6.1 Objetivo general 

Comparar la detección de Porphyromonas gingivalis por hemocultivo y PCR digital a partir de 

sangre periférica en pacientes con periodontitis crónica después de cepillado dental.  

 

6.2 Objetivos específicos 

 Establecer el promedio y los intervalos de confianza de la UFC detectadas por la 

ddpPCR 

 Establecer la concordancia para la identificación de P. gingivalis de hemocultivo y 

ddPcR 

 Establecer el límite de detección del hemocultivo con base a ddPCR por curva ROC 
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7. ASPECTOS METODOLÓGICOS ESPECÍFICOS 

7.1 Tipo de Estudio: Descriptivo de corte transversal 

 

7.2 Población y muestra: 34 Pacientes con periodontitis a los que se les realizara una sesion 

supervisada de cepillado dental en diferentes tiempos.  

 

7.3 Criterios de selección de la muestra:  

 Pacientes que acepten participar en el estudio y firmen consentimiento informado 

 Pacientes con diagnóstico de periodontitis de moderada a severa de acuerdo a los 

criterios de la Academia Americana de Periodoncia [AAP 1999]. 

 Cada paciente debía tener al menos 4 bolsas periodontales con profundidades al 

sondaje de 5 a 7 mm en cada cuadrante. 

 Pacientes adultos mayores entre 18 y 65 años 

 Pacientes sin enfermedad actual o con patologías crónicas en control médico   que no 

afecta los procesos de cicatrización como: hipertensión controlada, hipotiroidismo 

controlado. 

 Tabaquismo. Consumo de cigarrillos no mayores a 10/día. 

7.4 Criterios de exclusión de la muestra: 

 Pacientes con la cualquiera de las siguientes condiciones sistémicas 

 Defectos congénitos de las válvulas cardíacas 

 Cualquier condición de riesgo para endocarditis infecciosa. 

 Diabetes 

 Mujeres embarazadas o en lactancia 

 Cualquier enfermedad infecciosa 

 Obesidad 

 Pacientes con alto riesgo cardiovascular 

 Pacientes que han sido tratados con Antibióticos un mes antes del procedimiento. 

 Pacientes con enfermedades autoinmunes 

 Pacientes en tratamiento con AINES crónicos y estatinas 

 Pacientes alérgicos a la penicilina 
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8. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

8.1 Protocolo clínico de Cepillado dental 

Los pacientes fueron atendidos a primera hora de la mañana para realizar el procedimiento 

clínico, con anterioridad se les indicó no consumir líquidos y no realizar higiene oral. Se 

realizó asepsia y antisepsia para la toma secuencial de muestras de sangre; la cual se llevó a 

cabo introduciendo un catéter en la vena anti cubital. Se tomaron 6 muestras de 15 ml; la 

primera antes del cepillado (T0) para evaluar la presencia o ausencia de microorganismos 

por hemocultivo y ddPCR, la segunda una vez terminó el cepillado dental el cual fue 

supervisado y tuvo una duración de 2 minutos (T1) para evaluación de bacteriemia por 

ddPCR y hemocultivo y la tercera a los 15 minutos de terminado el cepillado (T2). Una hora 

después del cepillado dental se realizó una nueva toma (T3) para verificación de la ausencia 

de bacteriemia e iniciar el ciclo de masticación. Cada paciente consumió una dieta 

hipocalórica (café con leche deslactosada y queso pera) e inmediatamente se tomó una nueva 

muestra (T4) para evaluar bacteriemia por ddPCR y hemocultivo, 15 minutos después de la 

dieta se toma otra muestra (T5) en la cual se evalúa bacteriemia por ddPCR y hemocultivo 

asociado a masticación. 

8.2 Cultivo de muestras de sangre periférica (Hemocultivo). 

Para la realización del Hemocultivo se sembraron 3.0 mL de sangre en el medio bifásico de 

Ruiz Castañeda (Biobacter) suplementado con hemina y menadiona el cual se llevó a 

incubación a 36°C durante 15 días. Para evidenciar la presencia de P. gingivalis o cualquier 

otro microorganismo en la sangre, se realizaron subcultivos a los 7 y a los 15 días de 

incubación antes de descartar la muestra. Las condiciones de las resiembras se realizaron en 

los mismos medios y siguiendo las mismas condiciones y técnicas utilizadas para el cultivo 

de las muestras de placa subgingival. 

8.3 Cuantificación de los microorganismos presentes en bacteriemia 

La cuantificación de los microorganismos se realizará mediante la PCR digital que permite la 

cuantificación absoluta de los blancos moleculares. Se divide la muestra en gran número de 
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porciones en un microarreglo las cuales pueden tener cero o una (o más copias) de las 

moléculas blanco. Después de la amplificación, las porciones son contadas como positivas o 

negativas. El análisis se hará con el equipo Droplet Digital PCR (ddPCR) de Bio-Rad 

Laboratories cuya tecnología permite la partición de la muestra en 20.000 gotas y provee el 

conteo digital de las moléculas blanco.  

La ddPCR se estandarizará para la cuantificación de P. gingivalis a partir de sangre periférica 

después del tratamiento peridontal, 5 mL de sangre periférica será extraída en los tiempos 

ya mencionados para hacer extracción de ADN por el método de Fenol Cloroformo reportado 

por Castillo el al., (2011) para la evaluación de bacterias orales a partir de sangre periférica, 

en donde se realizan procedimientos de lisis celular en el que se incluye tratamiento con 

proteinasa K con el fin de favorecer la lisis bacteriana, además de incubaciones adicionales 

que permiten la adecuada liberación del ADN bacteriano, durante el procedimiento de 

extracción se incluirán controles positivos de extracción que constan de sangre total obtenida 

de un individuo sano periodontalmente que será contaminada con un inoculo de P. gingivalis 

ATCC 33277 de 1x108 previamente estandarizado en el Laboratorio de Microbiología Oral 

del Instituto UIBO, además de controles negativos que será sangre de un individuo sano 

periodontalmente que no será contaminada. Estos controles permiten confirmar que el 

procedimiento se realizó de la manera adecuada.  

Una vez completado el proceso de extracción el DNA fue cuantificado usando el 

NanoDrop®2000 (BioRad) para confirmar la pureza del ADN y la cantidad que deberá ser 

ajustada para el proceso de estandarización de la ddPCR.  

 Únicamente se realizó la cuantificación para P. gingivalis por ser el microorganismo aislado 

con mayor frecuencia de las bacteriemias presentadas en este tipo de pacientes. La reacción 

se realizará con 1X de Supermix para sonda [BioRad, Pleasanton, CA], 0,4-1 µM de cada 

primer específico y 0,1-0,5 µM de la sonda correspondientes a un fragmento del r16S RNA 

específico para P. gingivalis los primers y la sonda a emplear fueron reportados por Boutaga 

et al., 2003, además se usarán entre 1 y 5µL del DNA extraído de cada muestra [todas las 

concentraciones deberán ser optimizadas], la reacción se llevará a cabo en 22µL. Veinte 

microlitros de la reacción de la ddPCR serán usados para generar la mezcla de las gotas 
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usando el QX 100 droplet generator (Bio-Rad), 40 µL de la emulsión serán transferidas a 

placas de 96 pozos y amplificadas bajo las siguientes condiciones: denaturalización por 10 

minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclos de denaturalización a 94°C por 30 segundos y 

elongación a 60°C por 1 minuto. Los productos de la PCR serán denaturalizados a 98°C por 

10 minutos y mantenidos a 4°C hasta que las gotas sean leídas. Las placas de 96 pozos serán 

transferidas al Lector Droplet QX100 [Bio-Rad] y el análisis de los datos serán realizados 

usando el software Quantasoft versión 1.7 [Bio-Rad]. La amplitud del umbral de fluorescencia 

para la discriminación entre positivos y negativos debe ser determinada de acuerdo con la 

curva estándar y los controles negativos, la concentración será calculada con ayuda del 

software en copias por µL que deberá ser multiplicado por el volumen de reacción y así 

obtener en número absoluto de copias por reacción. Las curvas estándar se harán con DNA 

de la cepa de referencia de P. gingivalis ATCC 33277. 

 

8.4 Análisis estadístico  

Se realizó un análisis descriptivo para determinar las medianas y rango intercuartil (IQR), 

prueba de normalidad de Shapiro-Wilk, como la distribución fue no normal se realizó la 

prueba de signos de Wilcoxon. 
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9. CONSIDERACIONES ÉTICAS 

Esta investigación se realizará bajo la RESOLUCIÓN NÚMERO 8430 DE 1993 por la cual se 

establecen las normas científicas, técnicas y administrativas para la investigación en salud. 

Se clasifica en la categoría Investigación con riesgo mayor al mínimo debido a que se 

implementaran antibióticos y placebo; y   adicionalmente se realizará extracción de sangre 

previa y posterior a tratamiento periodontal. Lo anterior, se llevó a cabo bajo la autorización 

del representante legal de la Unidad de Investigación Básica Oral- UIBO  y de la Universidad 

El Bosque; el Consentimiento Informado de los participantes; y la aprobación del proyecto 

por parte del Comité de Ética en Investigación de la institución. 
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10. RESULTADOS 

En la tabla 1, 2, 3 y 4 se presentan la identificación y la frecuencia de hemocultivo y ddPCR 

positivos para P. gingivalis en los diferentes tiempos evaluados para una muestra de 34 y 28 

pacientes respectivamente. Se realizó en análisis de esta manera debido a que en el momento 

de la cuantificación por ddPCR algunas muestras no se pudieron procesar debido a que el 

DNA ya no había muestra, por esta razón solo se evaluaron 34 muestras hasta el T2 y 28 

muestras hasta el T3.    

Tabla 1. P. gingivalis identificada en muestras de sangre periférica por hemocultivo y ddPCR en 
diferentes tiempos de evaluación n=34 
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Tabla3. Frecuencia (%) de identificación de P. gingivalis por hemocultivo y por ddPCR n=34 

 

 

 

 

Tabla 2. P. gingivalis identificada en muestras de sangre periférica por hemocultivo y ddPCR en 
diferentes tiempos de evaluación n=28 

 

Tabla 4. Frecuencia (%) de identificación de P. gingivalis por hemocultivo y por ddPCR n=28 

T0 
Cultivo  

T0 
ddPCR  

T1 
Cultivo  

T1 
ddPCR  

T2 
Cultivo  

T2 
ddPCR  

F(%) F(%) F(%) F(%) F(%) F(%) 

1(2,94) 28(82,35) o(0) 27(79,41) 1(2,34) 27(79,41) 
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T0 
Cultivo  

T0  
ddPCR  

T1 
Cultivo  

T1 
ddPCR  

T2 
Cultivo  

T2 
ddPCR  

T3 
Cultivo  

T3 
ddPCR  

F(%) F(%) F(%) F(%) F(%) F(%) F(%) F(%) 

0(0) 22(78,6) o(0) 22(78,6) 1(3,6) 20(71,4) o(0) 19(67,9 ) 

 

Además, se realizó un análisis cuantitativo, para analizar los cambios de carga bacteriana 
atreves del tiempo, en la tabla 5 de puede observar que antes del cepillado los pacientes ya 
tenían P. gingivalis en el torrente sanguíneo, inmediatamente después de cepillado la 
concentración baja, pero a los 15 minutos aumenta incluso más que antes del tratamiento.     

 

Tabla 5. Análisis cuantitativo ddPCR n=34 

  T0 T1 T2 

Mediana 5.5 4.6 6.25 
Rango intercuartil  

(2.3-20) 
 
(2.8-46.7) 

 
(2.5-39) 

 

 

Figura 1. Diagrama de caja cuantificación ddPCR n=34  
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La tabla 6 muestra que antes del cepillado los pacientes ya tenían P. gingivalis en el torrente 
sanguíneo, inmediatamente después de cepillado la concentración disminuye, a los 15 
minutos aumenta más del doble que en el tiempo basal y una hora después es donde se puede 
observar la mayor concentración.     

 

Tabla 6. Análisis cuantitavo ddPCR n=28 
 

T0 T1 T2 T3 

Mediana 5.45 5 11.6 14 
 
Rango intercuartil 

(2-25.9) (2.3-69) (0-60.1) (0-86) 

 
 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Diagrama de caja cuantificación ddPCR n=28  
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11. DISCUSIÓN 

El objetivo del presente estudio era realizar una comparación entre hemocultivo y PCR digital 

para la detección de P. gingivalis luego de cepillado dental en pacientes con periodontitis 

crónica.  

En este estudio se observó la presencia de P. gingivalis en los diferentes tiempos de cepillado 

dental tanto por hemocultivo como por ddPCR, este microorganismo fue detectado en un 

2.34% y 79.4 % respectivamente, resultados que concuerdan con  el estudio de Al-Attas 

(2000), Castillo (2011) y Álvarez (2015) donde se evidencia que al igual que en este estudio 

el porcentaje de patógenos en sangre aumentan con la técnica de PCR digital en comparación 

con el hemocultivo. 

En un estudio realizado por Forner en 2006 se encontró que el 3.3% de 60 pacientes presentó 

bacteriemia  por técnica de hemocultivo, mientras que en este estudio se evidencio presencia 

de P. gingivalis en 2.34% en una muestra menor de 34 pacientes por la misma técnica. No 

obstante, los datos arrojados por la tecnica de ddPCR aumentaron a un porcentaje de 79,4 

para la detección de esta especie bacteriana en sangre periférica después del cepillado dental. 

El estudio de Lockhart en 2008 demostró que la incidencia de bacteriemia fue mayor en los 

primeros 5 minutos luego del cepillado con un porcentaje de 19 % en un total 89 pacientes, 

lo cual difiere del presente estudio en el cual la mayor el pico de bacteriemia se presentó en 

el tiempo 2 con un porcentaje de 2,34% en una muestra menor de 34 pacientes. 

El porcentaje de Porphyromonas gingivalis encontrado en este estudio por medio de ddPCR 

fue de 79,41 % de 34 pacientes, un porcentaje mayor al encontrado por Boutaga en 2003 el 

de 53% en una muestra mayor de 259 pacientes el cual se comparó con el método de cultivo 

que mostró un porcentaje de 43% en el mismo tamaño de muestra, en consecuencia se pone 
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en evidencia que la técnica de PCR digital es de gran valor para utilizarse en la detección de 

patógenos en la sangre humana. 

El decrecimiento de la detección de P. gingivalis por PCR digital en la muestra de 28 pacientes 

en el tiempo 3 (67,9%) sugiere que después de este tiempo el sistema inmunológico elimina 

gran parte de las bacterias en el torrente sanguíneo, sin embargo, es importante apuntar que 

a pesar de ser una bacteremia transitoria, en pacientes que padezcan de afecciones cardiacas 

podría suponer una predisposición a desarrollar endocarditis infecciosa. 

Se ha demostrado que los métodos moleculares resultan ser más sensibles, específicos y 

confiables para la identificación de especies microbianas en comparación con la técnica de 

hemocultivo, esto debido a que por medio de este último es difícil detectar la presencia de 

algunos patógenos, puesto que posiblemente la cantidad de microorganismos en sangre es 

muy reducida. Además, que por este mismo no se detectan bacterias no viables. 

Adicionalmente esta técnica no permite determinar el número total de bacterias recolectadas 

en una muestra a diferencia de la PCR digital. Lo anterior justifica los resultados de nuestro 

estudio en el cual se logró obtener una cuantificación del número total de la bacteria objetivo 

y un porcentaje mayor en la detección de este mismo en relación con el hemocultivo. Lyons 

(2000), Nozaki (2001), Boutaga (2003). 
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12. CONCLUSIONES 

Se demostró que para la detección de Porphyromonas gingivalis de pacientes con 

periodontitis a partir de sangre periférica la PCR digital arroja resultados más precisos, 

específicos y rápidos a comparación con el hemocultivo. Además, permite realizar la 

cuantificación de periodonto patógenos. 
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