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RESUMEN

CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA SUBGINGIVAL EN LAS
DIFERENTES ETAPAS PERIODONTALES SEGUN LA NUEVA
CLASIFICACION DE ENFERMEDADES PERIODONTALES.

Antecedentes: En 2017, las enfermedades periodontales se clasificaron
nuevamente en etapas y grados; sin embargo, los diferentes microorganismos
presentes en la placa subgingival de la poblacién colombiana no se han
caracterizado  segun estos nuevos  criterios  de clasificacion.
Obijetivo: identificar y caracterizar la microbiota subgingival a través del cultivo
microbioldgico en diferentes etapas y grados periodontales de acuerdo con la nueva
clasificacion de la enfermedad periodontal. Métodos: Se evaluaron 67 pacientes
con diferentes estadios de enfermedad periodontal, divididos en 3 grupos, 0 (sano
gingivitis n = 14), 1 (estadios | y Il de periodontitis n = 22) y 2 (estadios Il y IV
de periodontitis n =31) evaluado en la Clinica Universitaria El Bosque. Se
recogieron datos clinicos y sociodemograficos. La identificacion microbioldgica se
realiz6 por cultivo en muestras subgingivales. El anlisis estadistico se realiz6 con
la prueba de Chi cuadrado para evaluar las diferencias de frecuencia entre los
grupos y para la concentracion se realizé una prueba de Kruskal Wallis / U Man
Whitney. Resultados: Hubo una diferencia en la frecuencia y concentracion de P.
gingivalis, T. forsythia, P. micra y F. nucleatum entre la salud de la gingivitis y las
etapas I-11 o etapa I11-1V de la periodontitis (p <0.05). Sin embargo, P. intermedia
no hubo diferencias entre las etapas de salud-gingivitis y periodontitis (p> 0.05).
Para ninguno de los microorganismos, se observaron diferencias en la frecuencia 'y
concentracion de microorganismos entre las diferentes etapas de la periodontitis
(p> 0.05). Conclusiones: Aunque la microbiota difiere entre gingivitis saludable
y periodontitis, la etapa de periodontitis no influye en la composicién de la
microbiota subgingival.

Palabras clave: Enfermedades periodontales, diagndstico, microbiologia,
microbiota, P. gingivalis



ABSTRACT

CHARACTERIZATION OF SUBGINGIVAL MICROBIOTA IN
THE DIFFERENT PERIODONTAL STAGING ACCORDING TO
THE NEW CLASSIFICATION OF PERIODONTAL DISEASE.

Background: In 2017, periodontal diseases was classified again in stages
and grades; however, the different microorganisms present in subgingival
plaque of the Colombian population have not been characterized according
these new classification criteria. Objective: Identify and characterize the
subgingival microbiota through microbiological culture in different
periodontal stages and grades according to the new classification of
periodontal disease. Methods: Sixty-seven patients with different staging
of periodontal diseases were evaluated, divided into 3 groups, O (healthy-
gingivitis n=14), 1 (stage I and Il of periodontitis n=22) and 2 (stage Il and
IV of periodontitis n=31) evaluated at El Bosque University Clinic. Clinical,
microbial and sociodemographic data were collected. Microbiological
identification was carried out by culture in grouped subgingival samples.
The differences of the frequency between the groups were performed with
chi squarer test and for the concentration a Kruskal Wallis /U Man Whitney
test were realized. Results: There was a difference for frequency and
concentration of P. gingivalis, T. Forsythia, P. micra and F. nucleatum
between health-gingivitis and stages I-11 or stage I11-1V of the periodontitis
(p<0.05). However P. intermedia there were no differences between health-
gingivitis and the periodontitis stages (p>0.05). For none microorganism
differences in frequency and concentration of microorganism were
observed between the different stages of periodontitis (p>0.05).
Conclusions Although the microbiota differs between healthy-gingivitis
and periodontitis, the stage of periodontitis does not influence the
composition of subgingival microbiota.

Key Words: Periodontal Diseases, Diagnosis, Microbiology, microbiota,
P. gingivalis



Introduccion

En 1999 se cred un sistema de clasificacion de la enfermedad periodontal segin Armitage et
al., el cual dividio la enfermedad periodontal en gingivitis inducida o no por placa y
periodontitis en crénica y agresiva entre otras, y junto a esto los posibles microorganismos
asociados a estas dos patologias caracterizando cada nicho con los complejos de Socransky
et al., 1998, donde se conoce que para la periodontitis crénica se encuentran
periodontopatogenos del complejo rojo como Tannerella forsythia, Treponema denticola y
A. actinomycetemcomitans, el cual se asocia en mayor frecuencia con la periodontitis

agresiva.

En 2018 se elabora un nuevo sistema de clasificacion de las patologias y alteraciones
periodontales y periimplantarias generando una nueva clasificacion periodontal, la cual
muestra cambios en la definicion de salud periodontal, gingivitis, periodontitis, junto con
diferentes criterios de clasificacion, en estadios y grados de acuerdo a observaciones clinicas

y radiogréficas y un seguimiento por parte del periodoncista.

En condiciones de salud periodontal dentro de los surcos gingivales (<4 mm de profundidad),
predominan el filo Firmicutes, dentro de los que se puede encontrar los
géneros  Streptococcus, Granulicatella y Gemella, adicionalmente se pueden encontrar
bacterias del filo Proteobacterias. Se ha demostrado en estudios in vitro la gran abundancia
de Treponema denticola junto con Porphyromona gingivalis y Tannerella forsythia en la

capa superior del biofilm. [Mayorga-Fayad I. et al., 2007].

Estos microorganismos presentes tanto en surcos afectados como sanos ayudaron a
determinar el tratamiento y los pasos a seguir para tratar la enfermedad periodontal, sin
embargo, para la nueva clasificacion periodontal no se han caracterizado los
microorganismos en los nuevos estadios y grados de la enfermedad, teniendo en cuenta la
gran controversia que se ha generado, ya que ha sido de dificil entendimiento y aplicabilidad.
El propdsito de este estudio fue evaluar la frecuencia y concentracion de los microorganismos

presentes en la cavidad oral de acuerdo a la nueva clasificacion periodontal.



Por lo anterior, se hace necesario identificar los microrganismos en el microambiente
subgingival en pacientes sanos, con gingivitis o con periodontitis en los distintos grupos de
edad evaluados en este estudio para luego confrontarlos con esta nueva clasificacion la cual
incorpora cambios en el diagndstico clinico y requiere evidencias relacionadas con la
etiologia de la periodontitis ajustada a estos nuevos parametros clasificatorios. Por lo que
este estudio seria uno de los pioneros en el aporte de estas evidencias a la luz de los nuevos
criterios de clasificacion y tal vez asi ayudar a mejorar el diagnostico y tratamiento a futuro.



2. Marco Teorico

2.1. Definicion de Enfermedad periodontal

La periodontitis se define como una enfermedad crénica inflamatoria multifactorial, asociada
con una disbiosis de la biopelicula y caracterizada por una destruccion del tejido de soporte
dental.

Se va a caracterizar por pérdida del tejido de soporte periodontal, que se manifiesta por la
perdida de insercion clinica, pérdida dsea radiografica, presencia de bolsas periodontales,

hemorragia gingival. [Papapanou, P. N., Sanz, M. et al., 2018].

2.2 Clasificacion de enfermedades periodontales y condiciones del international workshop
(1999)

En 1999, se llevo a cabo el Taller Internacional para la clasificacién de enfermedades y
condiciones periodontales y se acordd una nueva clasificacion. Se realizaron distintas
modificaciones y se adicionaron nuevas condiciones que no se tenian incluidas anteriormente
como una seccidn sobre enfermedades gingivales; y se desarrollo mediante una clasificacion
detallada de lesiones gingivales que son inducidas por placa dental o no inducidas por placa
dental.

Una caracteristica importante de la seccidn sobre enfermedades gingivales inducidas por
placa dental es el reconocimiento de que la expresion clinica de gingivitis puede ser
principalmente modificada por factores sistémicos tales como alteraciones en el sistema
endocrino, medicamentos y desnutricién. La seccidn sobre lesiones gingivales no inducidas
por placa incluye una amplia gama de trastornos que afectan la encia. [Papapanou, P. N.,
Sanz, M. et al., 2018].

Junto con esto en la seccion de periodontitis se reemplazo el término periodontitis del adulto
por periodontitis cronica, ya que esta forma de periodontitis ha sido caracterizada como una

enfermedad lentamente progresiva.



El término periodontitis cronica fue criticado por algunos participantes, ya que cronico podria
ser interpretado como no curable. Sin embargo se acepto el término siempre que se
entendiera que si respondia al tratamiento.

La periodontitis crénica se dividio en leve, moderada o severa dependiendo de la severidad

de la misma. [Armitage et al., 1999].

Otro importante item fue el reemplazo de la periodontitis de inicio temprano por periodontitis
agresiva; anteriormente se uso el término “periodontitis de inicio temprano” (EOP) en las
clasificaciones europeas 1989 AAP y 1993 como una designacion colectiva para un grupo de
enfermedades periodontales destructivas que afectaron a pacientes jovenes, pero que
surgieron problemas para su diagnéstico ya que no habia un limite de edad, y no se sabia cual
era la tasa de progresion.

Debido a estos problemas, los participantes del taller decidieron que era conveniente
descartar las terminologias de clasificacion que dependian de la edad o requerian
conocimiento de tasas de progresion. En consecuencia, las formas altamente destructivas de
periodontitis fueron renombradas usando el término "periodontitis agresiva". En la siguiente

tabla se observa la nueva clasificacion de enfermedades y afecciones periodontales.

Tomado de Armitage GC. 1999

Guidelines for Determining Severity of Periodontitis

Slight (Mild) Moderate Severe (Advanced)
Probing depths >3 & <5 mm =5 & <7 mm =7 mm
Bleeding on probing Yes Yes Yes
Radiographic bone loss Up to 15% of root length or 22 mm & <3 mm 16% to 30% or >3 mm & <5 mm >30% or >5 mm

Clinical attachment loss’ | to 2 mm 3 to 4 mm =5 mm




L Gingnal Diseasas
A Dental plaque-induced gingval diseases®

|. Gngivitis assodated with dental plague onky
& without other local contributing factors
b with kol contributing factors (See Vil A)
2 Gingival diseases modified by systemic factors
a assocated with the endoorine system
1} puberty-assodated gingivitis
) menstrual yde-associated gingivitis
3) pregnancy-assocated
a) gingivitis
b) pyopenic granuloma
4) diabetes melfhs-assodated gingivitis
b associated with blood dyscrasias
1} leuksmia-associated gingivitis
1) other
3. Gingival diseases modified by medications
a drug-influenced gingival diseases
1} drug-influenced gingival enlargerments
1) drug-influenced gingivitis
a) oral contreceptive-assodated gingvitis
b) ather
4. Gingival diseases modified by malnutrition
a ascorbic add-deficency ginghitis
b other
Mon-plague-induced gingival lesions
|. Gingival diseases of specific bacterial origin
a Meiseng gonomhed-assodated lesions
b Treponema palidum-associated lesions
c streptocoocal spedes-assodated lesions
d other
1 Gngival diseases of viral origin
a herpesvirus infections
1} prmary herpetic gngivostomatitis
1) recurrent oral herpes
3) varicella-zoster infections
b other

3

La

Gingival diseases of fungal origin
a Condido-spedies infections
| penerglized gingival candidosis
b Emear gingival erythema
. histoplasmoss
d. other
Gingeval lesions of genetic origm
a hereditary gngival fibromatosis
b other

. Ginggval 1enifslalivn s wl spsbane corlilivns

Il. Chronic Pericdontitist
A Localized
B. Generalized

. Apgressve Perindontitist
& Loclired
B. Generalized

2.3 La nueva clasificacion de las enfermedades periodontales y periimplantarias
[Papapanou, P. N., Sanz, M. et al., 2018]

Para solucionar algunas de las limitaciones y los problemas de aplicacién del sistema de
clasificacion anterior, se reunieron dos grandes e importantes asociaciones cientificas del
mundo en periodoncia, la Academia Americana de Periodoncia (AAP) y la Federacion
Europea de Periodoncia (EFP), para desarrollar un nuevo sistema de clasificacion de las
enfermedades y condiciones periodontales [Caton, Armitage, Berglundh et al., 2018] que se

adaptara a los conocimientos cientificos actuales.

En cuanto a la gingivitis se continu6 diagnosticando como gingivitis inducida o no inducida

por placa, sin embargo se adiciond analizar si el periodonto se encuentra intacto o reducido.



El Workshop del 2017, acordd que teniendo en cuenta los conocimientos actuales sobre
fisiopatologia, se pueden identificar tres formas de periodontitis: periodontitis necrotizante,
periodontitis como una manifestacion de enfermedad sistémica y las formas de la enfermedad
previamente reconocidas como “cronicas" o "agresivas"”, ahora agrupados en una sola

categoria, "periodontitis”. [Papapanou, P. N., Sanz, M. et al., 2018]

La evidencia actual no respalda la distincion entre periodontitis crénica y agresiva, tal como
se define en el Taller de clasificacion de 1999, como dos enfermedades separadas; [Armitage
et al., 1999] sin embargo, existe una variacion importante en la presentacion clinica con

respecto al grado y severidad en todo el espectro de edad.

Ademas con este nuevo consenso, se debe definir al paciente como un caso, sin diagnosticar
cada diente individualmente, [Papapanou, P. N., Sanz, M. et al., 2018] y se considera un caso
de periodontitis si:
e CAL interdental es detectable a >2 dientes no adyacentes.
e La CAL vestibular es >3 mm con bolsas >3 mm es detectable en >2 dientes, pero la
CAL observada no puede atribuirse a causas no relacionadas con la periodontitis,

tales como:

a) Recesion gingival de origen traumatico

b) Caries dental que se extiende en el area cervical del diente

c) La presencia de CAL en el aspecto distal de un segundo molar y asociada con la
malposicion o extraccion de un tercer molar

d) Una lesion endoddntica que drena a través del periodonto marginal

e) Laaparicion de una fractura de raiz vertical.

Un caso individual de periodontitis se debe caracterizar con una sencilla tabla que describa
el estadio y el grado de la enfermedad, estos pueden evaluarse en cada caso individual en el

momento del diagndstico mediante datos anamnésicos, clinicos y de imagenes apropiados.



Estadio: Depende de la severidad de la enfermedad en el momento de la presentacion, asi

como de la complejidad anticipada del tratamiento de la enfermedad e

incluye una

descripcidn del alcance y la distribucion de la enfermedad en la boca.

Grado: Describe la velocidad y el riesgo de progresion, las probabilidades de obtener un mal

resultado tras el tratamiento y su impacto sobre la salud general [Tonetti, M. S, Greenwell,

H. etal., 2018].

[Adaptado de Tonetti et., al 2018].

Estadio 1 Estadio 11 Estadio 111 Estadio IV
CAL interdental en
zona con la mayor 1-2 mm 3-4 mm =5 mm =8 mm
pérdida
Gravedad 1:".:::::;:: Tercio coronal (< 15 %) Tercio coronal (15-33 %) Extensidn a tercio medio Extensitn a tercio apical
< 4 pérdidas = 5§ pérdidas dentarias por razone:
Pérdidas dentarias  Sin pérdidas dentarias por razones pericdontales dentarias por razones =0 e A [
: periodontales
periodontales
Profundidad de sondaje  Profundidad de sondaje  Profundidad de sondaje Profundidad de sondaje
méixima = 4 mm méxima = 5 mm 6-T mm =8 mm
Pérdida Gaea Pérdida dsea .
principalmente principalmente Adem,iEa;::dc;:ntflepdad Ademés de complejidad Estadio IIL:
horizontal horizontal )
Pérdida deea vertieal
=3 mm
Complejidad Local
Afectaciin de furca Colapso de mordida, migraciones,
grado [T o ITT abanicamiento dentario
21-28 dientes reaiduales < 20 dientes residuales
Defecto de creata . N
moderado Defecto de creata grave
Extension y Afiadir a estadio En cada eatadio, describir extensidn como localizada (< 30 % de dientes implicados), generalizada, o patron molarf
distribucién como descriptor incisivo
Grado A Grado B Grado C

Radiografias o
evaluacitn periodontal
en los 5§ afios anteriores

Evidencia directa

No evidencia de pérdida
de huesofinsercién

Pérdida < 2 mm

Pérdida = 2 mm

Pérdida deea va. edad = 0,25 0,25-1.0 =10
El grado de destruccidn supera las expectativas
teniendo en cuenta los depdeitos de biofilm;
Grandes depdsitos de Destruccidn patrones clinicos especificos que sugieren periodos

Evidencie indirecta
Fenaotipo

biofilm con niveles bajos
de destruceidn

proporcional a los
depbsitoa de bigfilm

n ripida ywo patologia de aparicidn
Par ejemple, patrin molar-incisivo;

falta de respuesta prevista a tratamientos de control

bacterieno hahituales

Tabagquismo

No fumador

= 10 cig/dia

= 10 cig./dia

Factores modificadores
Diabetes

Normal confsin diabetes

HbAle = 7 con diabetes

HbAle = 7 con diabetes




Entonces, los estadios implican cuatro categorias (estadios | a IV) y se determina después de
considerar diversas variables, incluida la péerdida de insercion clinica, la cantidad y el
porcentaje de pérdida Osea, la profundidad de sondaje, la presencia y la extensién de los
defectos dseos angulares, la afectacion de la furcacién, la movilidad dental y la pérdida de
dientes debido a la periodontitis. La progresion incluye tres grados: Grado A: bajo riesgo,
grado B: riesgo moderado, grado C: alto riesgo de progresion y abarca, ademas de los
aspectos relacionados con la progresion de la periodontitis, el estado de salud general y otras
exposiciones, como fumar o el nivel de control metabdlico en la diabetes. Por lo tanto, la
clasificacion permite al odontologo tener en cuenta factores individuales del paciente en el
diagndstico que serviran para el manejo integral del paciente y su correcta evolucion a través

del transcurso de la enfermedad.

2.4 Epidemiologia de la enfermedad periodontal

Para la epidemiologia mundial, segun Baelum et al., 2002 realizaron un estudio en 27 paises
africanos donde se observo que la enfermedad periodontal se veia reflejada en su mayoria
estrato 2, 3, y 4. Segun Corbet, en un analisis en Asia y Oceania, se encontrd que un nivel de
ingresos inferior o bajo, presentarian un 50% de periodontitis cronica, y que por el contrario
el grupo con ingresos medio alto y alto presentaban solo célculo y una destruccion
periodontal moderada.

Para el continente americano, en américa del sur, Gjermo et al., estudiaron la prevalencia en
Brasil y Argentina, donde Brasil presenta periodontitis moderada del 52% y severa del 15%
y por el contrario, en Argentina se presentd una prevalencia de 28% para periodontitis
moderada y 19% para severa. Para américa del norte, se observa que el menor porcentaje fue

para periodontitis severa, lo cual es diferente a américa del sur.

Para Colombia, contamos con el resultado del ENSAB 1V, la mayor parte de la poblacion
(61.8%) evidencia periodontitis en sus diferentes grados de severidad, siendo la mas
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.



De acuerdo con la distribucion por sexo, un mayor porcentaje de mujeres (42.59%) presenta
ausencia de periodontitis comparado con los hombres (33.59%). Por el contrario, un mayor
porcentaje de hombres evidencian periodontitis moderada (45.03%) frente a las mujeres
(41.97%). Se resalta que la proporcién de periodontitis avanzada en hombres es cercana al

doble (13,84%) con respecto a las mujeres (7,56%).

La presencia de periodontitis a los 18 afios indica una prevalencia de 21.90%, distribuida

en las categorias leve (10.69%) y moderada (10.97%). En el grupo de edad de 35 a 44

afios, cerca de la mitad de las personas cumple los criterios para periodontitis moderada
(48.29%) en tanto la presencia de periodontitis avanzada se evidencia en el 7.84% de las
personas de esta misma edad. En el grupo de 45 a 64 afios en un 62.53% se encuentra
periodontitis moderada, mientras el porcentaje de periodontitis avanzada se distribuye en
forma creciente entre el rango etario de 45 a 64 afios (20.35%) y de 65 a 79 afios (25.99%).
IV Estudio de salud bucal. [ENSAB IV. Situacion en salud bucal. Ministerio de Proteccion
Social].

Para periodontitis agresiva se ha reportado a A. actinomycetemcomitans en todas partes del
mundo por diferentes estudios, y se ha observado que en sitios como Rumania(Ali RW.
1996], Turquia [Dogan B, Antinheimo J. et al., 2003], Tailandia [Dahlen G, Widar F. et
al., 2002], Corea [Choi BK, Park SH. Et al., 2000] y es el microorganismo mas frecuente,
sin embargo, para sitios como Grecia se demostrd que su prevalencia es baja y que por el

contrario el microrganismo mas frecuente es P. gingivalis. [Kamma JJ, Nakou M. Etal., 2004].

2.5 Microorganismos Asociados a la enfermedad periodontal

Gracias a las observaciones hechas por Leeuwenhoek sobre el microbioma de la cavidad oral
se mostrd una coleccion diversa de morfotipos bacterianos en la placa dental. Junto con el
conocimiento que se desarrollo a través de los medios de cultivo bacterianos por Koch,
Pasteur y otros, se realizd la caracterizacion del componente cultivable de la microbiota de
la boca y se descubrid que comprende una coleccion diversa de organismos, incluidos
aerobios obligados y anaerobios facultativos y obligados y una amplia gama de metabolismo,

incluida la capacidad de degradar azUcares y proteinas.



La mision basada en métodos moleculares independientes del cultivo fue realizada por
Pasteur et al. donde los phyla que contribuyeron con el mayor nimero de especies se
encontraban en orden de la ingesta: Firmicutes, Espiroquetas, Bacteroidetes, Proteobacterias,

Actinobacterias y Fusobacterias. [Colombo, Boches. et al., 2009].

La cavidad oral es uno de los nichos mejor estudiados, sin embargo ain los métodos
utilizados tienen muchos defectos y/o desventajas que siempre dan resultados diferentes y

con mucha diversidad.

Estos microorganismos han demostrado sus interacciones significativas con las celulas
huésped y exhiben una influencia directa en la fisiologia humana, el metabolismo y las
respuestas inmunitarias [Bik et al., 2006; Blaser et al., 2014; Kilian et al., 2016]. Ademas,
agrega su importancia cuando las enfermedades altamente peligrosas como la diabetes [Long
et al., 2017; Ganesan et al., 2017], la bacteremia [Poveda-Roda et al., 2008], el cancer
[Michaud et al., 2007; Kerr et al.,, 2015], SIDA [Kistler et al., 2015], endocarditis
[Parahitiyawa et al. 2009] y enfermedades autoinmunes [Lerner et al., 2016] han mostrado
las comunidades bacterianas alteradas en comparacion con la cavidad oral de un individuo
sano. La diversidad microbiana de la cavidad oral se ha estudiado ampliamente mediante la
secuenciacion tradicional basada en Sanger durante 2005-2010 [Aas et al., 2005; DeL.illo et
al., 2006; Sakamoto et al., 2008; Faveri et al., 2008; Ribeiro et al., 2011; Keijser et al., 2008;
Bik et al., 2010; Dewhirst et al., 2010]. Estos estudios concluyeron que una cavidad bucal
saludable alberga la gran cantidad de microorganismos que pueden clasificarse en seis
grandes filos, a saber: Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria,
Spirochaetes y Fusobacteria [Siqueira et al., 2016; Shade et al., 2012; Jiang et al., 2014; Xu
etal., 2014]

Los diversos analisis revelan el predominio de Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Fusobacteria, Bacteroidetes y Espiroquetas en una cavidad oral sana que constituye el 96%
del total de bacterias orales [Zaura et al. 2009; Bik et al. 2010; Palmer et al. 2014]. Entre

todos, Firmicutes contribuye al maximo de 36.7% seguido por Bacteroidetes (17.1%),
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Proteobacteria (17.1%), Actinobacteria (11.6%), Espiroquetas (7.9%) y Fusobacteria (5.2%).
[Diaz P. et al., 2012].

En personas con cierta susceptibilidad a la enfermedad periodontal, la pérdida de insercion
gingival va a generar la formacion de una bolsa periodontal, que se coloniza fuertemente con
bacterias anaerobias.

Las especies asociadas con periodontitis incluyen Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola y Tannerella forsythia, que originalmente se asociaron con la enfermedad en
estudios basados en cultivos y posteriormente se confirmaron con sondas de ADN genémico
completo. Otros estudios ademas del cultivo dieron a conocer otros microorganismos
ampliando el rango de bacterias asociadas a la enfermedad periodontal como Anaeroglobus
geminatus, Eubacterium saphenum, Filifactor alocis, Porphyromonas endodontalis,
Prevotella denticola y Bacteroidetes y Fretibacterium phylotypes. [Socransky SS, Haffajee
AD. et al., 1998].

En un estudio realizado por Colombo, Boches, Cotton, et al., 2009 se encontraron patégenos
periodontales que fueron significativamente prevalente en sujetos con periodontitis
refractaria incluidos P. micra, C. gracilis, Tannerella forsythia, Prevotella spp., Eubacterium
nodatum, Selenomonas noxia, Porphyromonas gingivalis, Treponema spp., Eikenella
corrodens y Campylobacter concisus. [Colombo, Boches. et al., 2009].

Sin embargo, solo algunas de estas especies estan involucradas en el inicio y la progresion
de la enfermedad. P. gingivalis, T forsythiay T denticola son algunas de estas especies
bacterianas pertenecientes al complejo rojo; este grupo de bacterias gramnegativas
anaerobias son capaces de producir un conjunto de factores de virulencia que les permiten
resistir la defensa del huésped y causar la destruccion del tejido [Bodet, Chandad. et al.,
2006] [Mysak. et al., 2014].

2.6 Asociacion de la enfermedad periodontal y los microorganismos

Segun Page y Schroeder 1978, la enfermedad periodontal comienza en el epitelio gingival y

conduce a la gingivitis, y bajo ciertas condiciones progresara hacia el tejido conectivo
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subyacente que conduce a la periodontitis. Hasta hace relativamente poco, el estudio de la
patogénesis de la periodontitis se centrd en el papel de la infeccion bacteriana. En las tltimas
dos décadas, ha habido un interés creciente en la respuesta del huésped como un factor que
impulsa la enfermedad periodontal.

Ahora se entiende que la patogénesis de la periodontitis implica tanto la respuesta inmune
innata como la adquirida. La respuesta inicial a la infeccion bacteriana es una reaccion
inflamatoria local que activa el sistema inmune innato. La respuesta inflamatoria da como
resultado la liberacion de una serie de citocinas y otros mediadores y la propagacion de la
inflamacion y el reclutamiento de células inflamatorias en el tejido gingival. La propagacion
de la inflamacion al tejido conectivo adyacente provoca la destruccion del tejido conectivo y
del hueso alveolar.

Desde el punto de vista histopatoldgico se permite obtener una subdivisién mas clara de los
estados de la patogenia de la enfermedad periodontal: inicial, temprana, establecida y
avanzada.

1. Lesion inicial: Esta lesion inicial se localiza en el surco gingival. También se afecta
una porcion del epitelio de union, el epitelio surcular y la parte mas coronal del tejido
conectivo. Se compromete del 10 — 15% del tejido conectivo. La formacion de la
bolsa ocurre durante etapas més adelante de la enfermedad mientras que se convierte
en epitelio de la bolsa y tiene una extension apical y lateral.

Los vasos sanguineos del plexo gingival se dilatan, mientras que los leucocitos
migran al epitelio de union y al surco gingival, aparecen macrofagos y linfocitos. Por
otro lado, una porcion del colageno peri vascular desaparece y su espacio es ocupado
por fluido, proteinas séricas y células inflamatorias. Estos sintomas aparecen a partir

del dia 2 de la aparicion de la gingivitis.

2. Lesion temprana: Se confunde con la lesién inicial ya que no tiene una linea que los
divida. Las caracteristicas de la lesion temprana fueron descritas por primera vez por
James & Counsell en 1927, se da la formacion de un denso infiltrado celular de

linfocitos dentro del tejido conectivo.
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Persiste el exudado inflamatorio que junto con el fluido crevicular y el nimero de
leucocitos alcanzan su méximo nivel entre el dia 6 y el 12 después de establecida la
gingivitis.

El epitelio oral y surcular no se ven afectados por este infiltrado, mientras que el
epitelio de unién contiene un aumento de neutrdfilos y un infiltrado de células como
linfocitos, macrdfagos, células plasmaticas y mastocitos.

Los neutrofilos infiltran el epitelio de union y el surco gingival, también se observan
en los vasos sanguineos y poco frecuentes en el tejido conectivo. EI mayor porcentaje
(74%) esta compuesto por linfocitos los cuales en su mayoria se diferencian en
linfocitos T y B.

Se reduce en un 70% el contenido de colageno de la zona de tejido conectivo no
inflamada, afectando las fibras dentogingivales y circulares que soportan el epitelio
de union. Se alteran de igual manera los fibroblastos del infiltrado en la zona y en la
zona de la lesion se ven incrementados en nimero hasta tres veces mas.

Las fibras de coldgeno comienzan a descomponerse para proporcionar espacio para

la infiltracion de leucocitos.

Lesion establecida: Las caracteristicas de las etapas de la lesion temprana se ven
acentuadas, el epitelio de union vy el epitelio surcular proliferan y migran dentro del
tejido conectivo a lo largo de la superficie radicular convirtiéndose en epitelio de la
bolsa y se observa delgado y ulcerado.

Se puede observar también proliferacién vascular en gran cantidad en el epitelio de
la bolsa que tan solo se separa del ambiente externo por una o dos células epiteliales.
Gran cantidad de inmunoglobulinas se encuentran en el epitelio y el tejido conectivo,
se activa el sistema del complemento, y complejos de anticuerpos.

Aunque hubo conocimiento limitado sobre el rol de las especies bacterianas en la
periodontitis, Page & Schroeder, fueron rapidos en darse cuenta de que las bacterias
eran esenciales, pero no una suficiente causa de periodontitis.

Ellos observaron que la lesion establecida que incluye gingivitis moderada a severa,

no progresd necesariamente a la periodontitis, pero podria mantenerse estable

13



indefinidamente, lo que lleva a concluir que la respuesta inmune de cada persona es

distinta al desafio bacteriano.

4. Lesion avanzada: Entre las caracteristicas de esta lesion se pueden observar la
formacion de la bolsa periodontal, supuracion y ulceracion de la superficie, fibrosis
de la encia, destruccion del hueso alveolar y del ligamento periodontal, movilidad
dental y exfoliacion eventual del diente. En otras palabras, se observa la enfermedad
periodontal evidente.

Se da reabsorcion Osea por la accion de osteoclastos que comienza en la cresta
alveolar usualmente en el septum interdental alrededor de los vasos sanguineos. Al
abrirse los espacios medulares tanto la médula blanca como la roja se convierten hiper
celulares sometiéndose a la fibrosis y transformandose en cicatrices del tejido

conectivo.

Aprovechando el concepto de que la periodontitis es el resultado de las interacciones entre el
huésped vy las bacterias, Page, junto con Kenneth Kornman y Maurizio Tonetti, publicé un
manuscrito en 1997 titulado "La respuesta del huésped al desafio microbiano en la
periodontitis”, donde los autores utilizaron la analogia de montar una produccion teatral y
describieron cémo cambia el escenario a medida que la historia avanza desde la salud hasta

la progresion de la enfermedad.

Aunque no se conocen las funciones microbianas especificas involucradas en la respuesta
destructiva, los periopatogenos del complejo rojo P. gingivalis, T. forsythia y T. denticola,
que a menudo se asocian entre si y con sitios enfermos, pueden inhibir las funciones de

defensa innatas del huésped.

P. gingivalis, el periodontopatogeno mejor caracterizado, puede inhibir las funciones de
defensa del hospedador, incluida la secrecion epitelial gingival de IL-8 que es inducida por
otras bacterias orales, por varios mecanismos [Darveau, R. P., Belton. et al., 1998]. Este
fendbmeno, denominado "parélisis local de quimiocinas", se propuso ser un mecanismo de
virulencia, ya que puede afectar el gradiente de IL-8 que proporciona la quimiotaxis de

neutrofilos desde la vasculatura a traves de el tejido periodontal y dentro del surco gingival.
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T. denticola también puede inhibir la funcion de IL-8 pero el mecanismo de inhibicién no se
entiende aun. La proteasa dentilisina de T. denticola puede suprimir la acumulacion de
interleucina-8 sin afectar la transcripcion. Sin embargo, el nivel de interleucina-1a no se vio
afectado por el cocultivo con T. denticola, y la forma de lisado no suprimi6 la acumulacion
de interleucina-8, lo que sugiere que la proteasa puede no ser suficiente para suprimirla.
Ademas, T. Forsythia no permite la secrecion de IL-8 de las células epiteliales gingivales,

pero se desconoce el mecanismo de esto. [Ji, S., Kim, Y. et al., 2007].

2.7 Métodos microbioldgicos para la deteccién de los microorganismos

En la actualidad, la identificacion de microorganismos se realiza con métodos que resulten
rapidos y econémicos, y dependiendo también el objetivo de la muestra, y los
microorganismos que se quieran encontrar, estos métodos son Ilamado fenotipicos, ya que
por el contrario los métodos genotipicos son de mayor costo y son para bacterias que sean

dificiles de identificar con métodos convencionales.

El cultivo, continGa siendo el método diagndstico de eleccidn; permite el aislamiento del
microorganismo implicado, su identificacién, el estudio de sensibilidad a los antimicrobianos
y facilita la aplicacién de marcadores epidemioldgicos. [Boua, G., Fernandez, A. et al., 2011].
Otro método usado basado en el cultivo es la identificacion por medios cromogeénicos. En el
cultivo es esencial la correcta eleccion del medio de crecimiento y las condiciones de
incubacién. En estos métodos, la identificacion de microorganismos basada en el cultivo
tiene el objetivo inicial de obtener cultivo puro. Un cultivo puro que contiene un solo tipo de
microorganismo se puede obtener de varias maneras a partir de cultivos de enriquecimiento.
Los métodos de aislamiento utilizados con frecuencia incluyen la siembra por deshidratacion,
siembra profunda en medios solidos y dilucion liquida. Para los organismos que forman
colonias en placas solidas medianas, la técnica de siembra por agotamiento es rapida, facil y
el método de eleccidn. A partir de la recoleccion y siembra repetidas de una colonia aislada,
se puede obtener un cultivo puro. Mediante el uso de dispositivos de incubacion apropiados,
es posible purificar organismos tanto aerébicos como anaerobicos en placas de medio solido

mediante el método de siembra por agotamiento. [Franco R, Cernakova L. et al., 2019].
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También es importante sefialar que a través del cultivo, el microorganismo se puede
identificar a partir de la produccion de ciertos metabolitos liberados en el medio con &cido
lactico y otros, y por lo tanto, la técnica se basa en la reaccion del medio con los metabolitos
liberados. Sin embargo, la identificacion de microorganismos que se basa solo en el cultivo
sigue siendo pobre e incompleta si queremos identificar bacterias mas dificiles de cultivar.
Aunque pueden ser econdmicos, permiten informacion cuantitativa y cualitativa sobre la
diversidad de microorganismos presentes en una muestra, estos métodos son laboriosos y
requieren mucho tiempo (preparacion de medios, dilucion, recubrimiento, incubacion,
recuento, aislamiento y caracterizacion), y los resultados son solo se observa después de
varios dias, y con frecuencia se obtienen falsos positivos, especialmente cuando se
consideran especies microbianas similares. [Franco R, Cernakova L. et al., 2019].

El cultivo ofrece un buen conocimiento, de hecho suficiente para poder diagnosticar y tratar,
sin embargo puede no ser exacto y requerir otros métodos adicionales para su correcto

resultado sobre de la composicion del microbioma oral.

Otro problema asociado con los métodos basados en cultivos es el hecho de que no pueden
identificar células no cultivables y la microbiota oral es una comunidad bacteriana compleja,
que se ha caracterizado por requerir métodos independientes del cultivo basados en el
analisis de las secuencias de genes aislados de muestras de saliva o biopeliculas orales. El
gen mas utilizado para este propésito ha sido el que codifica el 16S rRNA. El gen que codifica
el 16S rRNA se amplifica por PCR usando cebadores universales dirigidos a las regiones
ultraconservadas del gen y luego se clona por incorporacion en un vector plasmidico. [Boua,
G., Fernandez, A. et al., 2011].

Generalmente el proceso de deteccion de microorganismos se realiza en tres pasos o etapas:
La primera consiste en la extraccion y purificacion de los &cidos nucleicos del
microorganismo de la muestra biologica, seguido de la amplificacion de un segmento
seleccionado del genoma del microorganismo mediante PCR propiamente dicha. Finalmente,
en la tercera etapa se lleva a cabo la deteccion de los fragmentos amplificados en la PCR por
electroforesis en gel de agarosa y tincion con bromuro de etidio, 0 mediante hibridacion con
sondas especificas. En general todo este proceso suele durar aproximadamente 24 h. [Costa
J. 2004].
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Otro método para la identificacion de microorganismos son los inmunoensayos, como el
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), aunque son eficaces, son caros y estan
disefiados solo para algunas especies bacterianas.

Con el avance de la tecnologia se ha buscado en conseguir velocidad en los resultados para
poder tratar a tiempo ya que para que un método se considere exitoso hoy en dia, la obtencion
de resultados debe tomar un maximo de 24 h por lo cual los métodos basados en la
espectrometria de masas han ganado popularidad como una herramienta de tipificacion
microbiana debido a su velocidad, costos reducidos, facilidad y aplicabilidad para una amplia
gama de microorganismos como bacterias, arqueas y hongos. [Franco R, Cernakova L. et al.,
2019] [Sauer, S.; Kliem, M. et al., 2010].
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3. Planteamiento del problema
3.1 Descripcion del problema

Se sabe que la enfermedad periodontal se caracteriza, por una pérdida de soporte de los
tejidos periodontales debida a inflamacion con la gingivitis o la periodontitis, segun se evalta
clinicamente, es un requisito previo para definir la salud periodontal [Diaz P. et al., 2012],
segun los parametros del sistema internacional de clasificacion de la enfermedad periodontal
y condiciones asociadas [Armitage et al. 1999], la extension localizada de la pérdida de
insercion (afecta hasta el 30% de las superficies examinadas), se da en el 64.36% de las
personas de 20 a 34 afios; mientras que la generalizada (afecta mas del 30% de las superficies)
se encuentra en el 27.24% de los casos, cifra que es mayor en hombres (31.49%) que en
mujeres (23.02%). Para severidad en Colombia en el grupo de 20 a 34 afios establece una
pérdida leve de insercion, de 1.0 hasta 2.9 mm, en el 89.73% de las personas; para los grupos
de 35 a 44 afios de edad en promedio 36.1% de todas las superficies dentales evaluadas por
individuo (extension) presenta pérdida del NIC mayor a 1 mm, mientras el valor promedio
de pérdida de insercion en estas superficies afectadas (severidad) es de 1.68 mm [IV Estudio
de salud bucal. ENSAB 1V. Situacion en salud bucal. Ministerio de Proteccion Social]. En
2017 se hablé de una nueva clasificacion periodontal, que diagnostica la gingivitis y la
periodontitis, y diferentes criterios de clasificacion, esta ultima en estadios y grados de
acuerdo a criterios clinicos y radiograficos y un seguimiento por parte del periodoncista. Sin
embargo la microbiota subgingival no ha sido expuesta en esta nueva clasificacion. Por lo
anterior, se hace necesario identificar los microrganismos en el microambiente subgingival
en pacientes sanos, con gingivitis o con periodontitis en los distintos grupos de edad
evaluados en este estudio para luego confrontarlos con esta nueva clasificacion la cual
incorpora cambios en el diagndstico clinico y requiere evidencias relacionadas con la
etiologia de la periodontitis ajustada a estos nuevos parametros clasificatorios. Por lo que
este estudio seria uno de los pioneros en el aporte de estas evidencias a la luz de los nuevos

criterios de clasificacién y tal vez asi ayudar a mejorar el diagnostico y tratamiento a futuro.
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3.2 Pregunta de investigacion

¢Cuales son los microorganismos cultivables del microbioma subgingival que se presentan
en la poblacion Colombiana en pacientes de 30 hasta 65 afios de edad categorizados segun el

consenso mundial de diagnostico periodontal de 20177
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4. Justificacion

Desde el afio 2017 se esta usando una nueva clasificacion periodontal para definir los criterios
de salud y enfermedad periodontal y periimplantar [Papapanou, P. N., Sanz, M. et al., 2018]
lo cual logré integrar distintos criterios a tener en cuenta que antes no se tenian en cuenta
como el analisis radiogréfico a través del tiempo de haber iniciado el tratamiento, el nivel de
afectacion Osea, algunos factores contribuyentes a presentar esta enfermedad, edad entre
otros, pero algo muy importante son los criterios para definir un periodonto sano y asi poder
comparar con un paciente que presente afectacion de su periodonto, lo anterior conlleva a
iniciar nuevos estudios entre el componente microbiano en los diferentes estadios de
enfermedad propuestos. Esta clasificacion no esta relacionada con el microbioma subgingival
de un paciente sano o con enfermedad periodontal que puede presentarse entre poblaciones
de diferentes edades y distintos estratos que pueden cambiar un estilo de vida para asi poder
evaluar si el componente microbioldgico puede ser una de las causas de esas diferencias y
los cuales puede llevar a este tipo de afectaciones. Asi mismo, la nueva clasificacion mundial
de la enfermedad periodontal muestra cambios significativos en los criterios diagnosticos y
requiere estudios que valoren factores etiologicos para poder definir con certeza la

enfermedad periodontal y dar un mejor diagnostico y plan de tratamiento.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Identificar y caracterizar la microbiota subgingival de bacterias cultivables del microbioma

subgingival en las diferentes etapas y grados periodontales segun la nueva clasificacion de la

enfermedad periodontal, a través del cultivo microbioldgico en pacientes entre los 30 y 65

afios de edad de la poblacién Colombiana

5.2 Objetivos especificos

Identificar el componente microbiano de las distintas muestras obtenidas de placa
subgingival en pacientes que presentan los diferentes estadios y grados periodontales
de acuerdo al ultimo consenso mundial de diagnostico periodontal.

Establecer la correlacion entre la presencia de bacterias cultivables y los distintos
estadios y grados de la enfermedad periodontal.

Determinar cuales bacterias se encuentran presentes tanto en diagnostico sano como
en presencia de enfermedad periodontal en el total de la muestra obtenida de la

poblacion Colombiana.
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6. Aspectos metodoldgicos

6.1 Tipo de estudio

Estudio de corte transversal

6.2 Poblacion y muestra

Se evaluaron hombres y mujeres adultos entre los 30 y 65 afios de edad de la poblacion
Colombiana en la practica institucional de la Universidad El Bosque, pacientes referidos por
los centros de convenios con la Facultad de Odontologia de la Universidad EI Bosque con
diferentes estadios de enfermedades periodontales de acuerdo al taller mundial de la AAP y
EFP de 2017.

6.2.1 Poblacién de estudio

Fueron un total de 67 Pacientes que asistieron a las clinicas odontolégicas de las Facultad de
Odontologia de la Universidad EI Bosque de mas de 30 afios y menores de 65 afios de edad
con diferentes estadios de la enfermedad periodontal de acuerdo al taller mundial de la AAP
y EFP de 2017 divididos en 3 grupos, 0 (sano gingivitis n = 14), 1 (estadios | y Il de
periodontitis n = 22) y 2 (estadios 111 'y 1V de periodontitis n = 31)

6.2.2 Criterios de inclusion

Diagnostico de salud/ gingivitis o periodontitis (presencia de bolsas periodontales, perdida
de insercién clinica, sangrado al sondaje entre otros criterios que se explican mas adelante.

Los diagndsticos se realizaran con base al taller mundial de la AAP y EFP de 2017
6.2.3 Criterios de exclusion

Presentar patologias periodontales agudas tales como abscesos periodontales o enfermedades
periodontales necrotizantes, haber tomado antibioticos en los Gltimos tres meses, embarazo
o lactantes, enfermedades sistémicas como diabetes, defectos de neutrofilos u otros trastornos

del sistema inmunitario y enfermedades autoinmunes, uso de anti-inflamatorios,
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anticonvulsivantes, inmunosupresores, bloqueadores de los canales de calcio iniciados seis

meses antes de la toma de muestra.
6.2.4 Variables

Tabla 1. Variables del estudio

Variable Tipo de Definicion Naturaleza Nivel de Escala de
Variable operacional Medicién Medida
Indice que permite
establecer grados de Raz6n
indice de placa | Independiente | intensidad del acimulo | Cuantitativo discreta Mediana RIQ
de placa
Sangrad_o al Independiente Presencia de sangrado Cuantitativo Razon Mediana RIQ
sondaje al sondaje discreta
|_30Isa Independiente P_rofgndldad del surco Cuantitativo Razon Mediana RIQ
periodontal gingival >4mm discreta
Distancia entre la
Nivel de unién amelocementaria Raz6n
insercion Independiente | (UAC) y fondo de la | Cuantitativo discreta Mediana RIQ
bolsa periodontal
Edad Control. Edad en afios. Cuantitativo. R_azon Num~ero de
Discreta anos.
, . . - Nominal 1 Femenino
Género Control Femenino/masculino Cualitativo Dicotomico 0 hombre
Situacion personal en
. que se encuentra la . 1 Soltera
Estado civil Control persona segun sus Cualitativo qum_al 2 Casada
. 4 Politomico N
circunstancias y la 3 Unién libre
legislacion.
Primaria
. Nivel de estudio de la _ Ordinal Bachiller
Escolaridad Control persona, Cualitativo Tecnico
Profesional
. . Estrato 1
Estrato social Control Nivel socioeconémico. | Cualitativo Ordinal Estrato 2
Estrato 3
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6.3 Métodos y técnicas para la recoleccion de la informacion

6.3.1 Valoracion periodontal

Se consignaron las caracteristicas sociodemograficas y generales de los pacientes: edad,

sexo, salud sistémica, medicamentos, tabaquismo entre otras.

Se realiz6 un check list junto con un examen periodontal inicial. Una vez obtenidos los
criterios de inclusion y exclusion, los pacientes fueron informados verbalmente sobre el
estudio, y se les pidi6 firmar un consentimiento informado. Tras la aceptacion, cada paciente

fue designado para la iniciacion de estudio.

Tras la aceptacion de ingreso al estudio, cada paciente recibié un examen periodontal y
radiografico, que incluye indice de placa, indice gingival, profundidad de la bolsa, nivel de
insercion y radiografias periapicales. Después de este examen, el diagnostico periodontal de
los sujetos incluidos se confirmd de acuerdo a los criterios descritos en la nueva clasificacion

de las enfermedades periodontales y periimplantarias 2017.

6.3.2 Parametros radiograficos

Se tomaron las radiografias periapicales como se menciona en el taller mundial de la AAP y
EFP de 2017, donde menciona que si no se poseen radiografias del caso previas del estado
del paciente (5 afios), se toma el diente que presenta mayor afectacion segun el
periodontograma, se toma la longitud radicular desde la UAC (unién amelocementaria) hasta
la parte més apical, y a ese valor se le resta un milimetro, ese valor seria el 100%. Ahora, se
mide de la cresta alveolar a la parte mas apical. Se debe conocer a que porcentaje corresponde
esta medida, por lo que se hace una regla de tres. Este resultado se divide entre la edad del
paciente y se obtiene el dato de la pérdida dsea que ha tenido el paciente a través del tiempo.
Posteriormente, se le agrega la variable “fumar” o si presenta “diabetes” ya que son factores
modificantes del grado de afectacion periodontal. Los grados periodontales se clasificaron
de la siguiente manera: Grado A, grado B, y grado C de acuerdo con la nueva clasificacion
de las enfermedades periodontales y periimplantarias [Papapanou, P. N., Sanz, M. et al.,
2018].
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6.3.3 Toma de muestra de placa subgingival

La toma de muestra de placa sungingival se realizo en 4 sitios, el sitio por cada cuadrante
que tuviera el sondaje mas profundo, con previa realizacion de periodontograma. Después de
retirar la placa supragingival con curetas se insert6 una punta de papel en cada bolsa
periodontal durante 20 segundos. Se transfirid la punta de papel a un tubo con medio Viability
Medium Goteberg Anaerobically (VMGA) I1Il para ser llevado al laboratorio de
microbiologia y realizar la identificacion de P. gingivalis, T. forsythia, P. intermedia, P.
micra, y F. nucleatum. Todas las muestras se etiquetaron y se enviaron al laboratorio
(Laboratorios de Microbiologia Oral, Instituto de la Unidad Bésica de Investigacion Oral,
Universidad El Bosque). Todas las muestras fueron procesadas dentro de las 24 horas de la

toma de muestra.

6.4 Métodos de identificacion de microorganismos

El cultivo e identificacion de las especies microbianas se realizé de acuerdo con las
recomendaciones de Slots. [Slots J. 1986], cuyas técnicas fueron estandarizadas previamente
en el laboratorio. Brevemente, para la identificacion de P. gingivalis, T. forsythia, P.
intermedia, P. micra y Fusobacterium spp. Se hicieron cinco diluciones en base 10 a partir
del medio VMGA 111, se sembraron 100 pL de las diluciones 102,10 y 10 en agar brucella
sangre enriquecido con hemina y menadiona (BBL Microbiology Systems, Cockeysville,
MD) y se llevaron aincubacion a 36°C en atmosfera de anaerobiosis (Anaerogen, Oxoid,
Hampshire, England) durante siete dias. Se realizo la lectura de morfologia e identificacion

de colonias bacterianas y pruebas bioguimicas. [Mayorga-Fayad I, Lafaurie Gl. et al., 2007].

6.5 Plan de Tabulacion y analisis

Para el analisis de la distribucién de frecuencias con relacion a la presencia de los diferentes
microorganismos se realiz6 prueba de chi?y prueba exacta de Fisher; para la comparacion de
la concentracion de los diferentes microorganismos se realizé prueba de Kruskal Wallis, y

donde hubo diferencia se us6 una prueba no paramétricacomo U Mann-Whitney entre pares.
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Con previa verificacion de la distribucion normal mediante Shapiro Wilk. Toda las pruebas
se realizaron mediante STATA. Se manejo un nivel de confianza 95% con un valor de
significancia para todas las pruebas de p=0,05.
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7. Consideraciones éticas

Este trabajo de grado hace parte del proyecto denominado “Desarrollo de sondas de ADN
gendmico para la evaluacion de bacterias cultivables y no cultivables del microbioma oral en
pacientes con periodontitis de Colombia y Espafia.”, El cual fue presentado en el 2018 en la
convocatoria para proyectos de ciencia, tecnologia e innovacion en salud. Los pacientes
fueron requeridas para firmar un consentimiento informado en donde se di6 la informacion
pertinente de esta investigacion en donde las muestras se utilizarian para identificar y
caracterizar las bacterias cultivables de la microbiota subgingival en los diferentes estadios

y grados periodontales segun la nueva clasificacion de la enfermedad periodontal.

El proyecto describe una investigacion cientifica en seres humanos con un riesgo minimo
que estara sujeto a todo lo dispuesto en la resolucion 008430 de 1993 del Ministerio de Salud
de Colombia. Esta investigacion tuvo en cuenta los articulos a los que hace alusién dicha
resolucion en el capitulo I de los aspectos éticos de la investigacién en humanos y por las
caracteristicas del estudio que lo clasifica como riesgo minimo, todo participante firmé un

consentimiento informado antes de iniciar el estudio (Anexo 1).
Adicionalmente, las muestras que se tomaron para procesamiento en los individuos que

ingresaron a la consulta, son consideradas como riesgo minimo para los participantes ya que

corresponden al proceso de una valoracion periodontal y no generan riesgo adicional.
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8. Resultados

Los datos sociodemograficos de 67 pacientes con diferentes estadios de la enfermedad
periodontal divididos en 3 grupos se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Caracterizacion sociodemografica y clinica de pacientes de Espafia y Colombia
de acuerdo al estadio de la enfermedad periodontal.

Variables Condicion Periodontal
Sano Estadio I-11 Estadio IlI-1V
Edad/Genero F M F M F M
30-40 4(50) 3(50) 9(69.2) 4(44.4)  4(28.6) 5(16.6)
41-50 1(12.5) 2(33.3) 2(15.3) 2(22.2) 10(71.4) 6(33.3)
51-60 3(37.5) 1(16.3) 2(15.3) 3(33.3) 0(0) 6(35.2)
Total 8(22.8) 6(18.7) 13(37.1) 9(28.1) 14(40) 17(53.1)
indice de placa
Mediana (%0) 0.5 96 98
(RIQ) (0-2) (25-100) (62-100)
Sangrado
Mediana (mm) 5 98 100
(RIQ) (4-13) (26-100) (76-100)
Bolsa
Mediana (mm) 2.26 3.36 3.62
(RIQ) (2.13-2.41) (2.89-3.6) (2.89-3.6)
Nivel de Insercion
Mediana (mm) 0.62 3.18 411
(RIQ) (0.27-0.75) (2.39-3.96) (3.2-5.05)

El total de pacientes femeninos fueron 35 (52,23%) y pacientes masculinos fueron 32
(47,76%); siendo evaluados mas mujeres que hombres; el grupo de pacientes en estadio 111-
IV presentd un total de 31lindividuos (46,2%); el mayor numero de pacientes tanto hombres
como mujeres se presento en la edad de 41-50 afios de es grupo, con un total de 16 (23,8%);
El grupo de edad 30-40 afios tuvo un total de 29 (43,2%) pacientes, observando un mayor
numero de mujeres (9) con respecto a los hombres que fueron 4. La menor poblacion del
estudio se observo en la edad de 51-60 afios donde se obtuvieron 15 (22,3%) pacientes.

El analisis de los indicadores clinicos se realizo mediante porcentaje y rango intercuartil, el
indice de placa tanto el estadio I-11 como I11-1V presentaron un alto porcentaje de placa (96%-
98%) con una dispersion mas alta en el estadio I-11, en el indice de sangrado se observo
presencia en los 3 estadios siendo el estadio I11-1V el mayor de todos con un 100% de los
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pacientes, el item bolsa periodontal, presento la mayor profundidad en el estadio I11-1V con
3.62 mmy el estadio I-11 presento un nivel de 3.36 mm, para el nivel de insercion observamos
un nivel mayor en el estadio I11-1V con 4.11 mm, el estadio I-11 con 3.18 mm.

Tabla 3. Distribucion de frecuencias para P. gingivalis, T. Forsythia, P. intermedia, P.
micra, y F. nucleatum.

Sano Estadio 1 y I Estadio Illy IV
Valor p
n % n % n %
o Presencia 0 0.00% 8 42.11% 15 53.57
P gingivalis - 0.004
Ausencia 13 100% 11 57.89% 13 46.43%
) Presencia 0 0.00% 12 63.16% 19 65.52%
T forsythia 0.000
Ausencia 13 100%% 7 36.84% 10 34.48%
Presencia 6 46.15% 14 73.68% 17 62.96%
P intermedia - 0.286
Ausencia 7 53.85% 5 26.32% 10 37.04%
Presencia 2 15.38% 13 68.42% 9 31.03%
P. micra - 0.005
Ausencia 11 84.62% 6 31.58% 20 68.97%
Presencia 10 76.92% 19 100% 27 93.10%
F. nucleatum 0.061
Ausencia 3 23.08% 0 0.00% 2 6.90%

En la tabla 3 y figura 1 se muestra la distribucion de frecuencias para para P. gingivalis, T.
Forsythia, P. intermedia, P. micra, y F. nucleatum en los 3 estadios. Para los pacientes sanos
se observa una ausencia total de P. gingivalis con valor p 0.004, ausencia total de T. Forsythia
con valor p 0.000; P. intermedia tuvo una ausencia en 7 pacientes (53.85%); P. micra
presento una ausencia en 11 pacientes (84.62%) con valor p 0.005, y F. nucleatum estuvo
presente en 10 pacientes (76.92%). Para el estadio I-11 muestra presencia de P. gingivalis en
8 pacientes (42.11%), T. Forsythia en 12 pacientes (63.16%), P. intermedia presente en 14
pacientes (73.68%), P. micra presente en 13 pacientes (68.42%), y F. nucleatum presente en
19 pacientes (100%); en el estadio 111-1VV muestra P. gingivalis en 15 pacientes (53.57%), T.
Forsythia presente en 19 pacientes (65.52%), P. intermedia presente en 17 pacientes
(62.96%), P. micra presenta ausencia en 20 pacientes (68.97%), y F. nucleatum presente en
27 pacientes (93.10%).
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Figura 1. Distribucion de frecuencias para P. gingivalis, T. Forsythia, P. intermedia, P.

micra, y F. nucleatum.

La figura 2(A) muestra la concentracion de P. gingivalis entre grupos donde se observa una

concentracion mucho mayor en el estadio IlI-IVV comparado con el estadio I-1l y total

ausencia en pacientes sanos; en la figura 2(B) se muestra la concentracion de T. forsythia

donde existe una concentracion similar tanto en el estadio I-11 como en el estadio 11I-1V.
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Figura 2. Concentracion de P. gingivalis (A) y T. forsythia (B) entre grupos.



En la figura 3 se muestra la concentracion de P. intermedia(A) se observa mucho mayor en
el estadio I11-1V, pero también se encuentra en el estadio I-11 y en pacientes sanos/gingivitis;
para la concentracion de P. micra (B) se presentd en gran concentracién en el estadio I-11'y
ausencia total en sano/gingivitis; para la concentracion de F. nucleatum(C) donde hubo
mayor presencia fue en el estadio I-11 y 111-1V a diferencia de sano/gingivitis.
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Figura 3. Concentracion de P. intermedia(A), P. micra(B) y F. nucleatum(C) entre grupos.
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9. Discusioén

Segun la Clasificacion de enfermedades periodontales y Peri-implantares y Condiciones
segun AAP y Federacién Europea de Periodoncia (EFP) se han unido para desarrollar un
nuevo sistema de clasificacion de las enfermedades y condiciones periodontales [Caton JG,
Armitage G. et al., 2018], donde como protagonista principal se observo los cambios en la
clasificacion de la periodontitis son altamente relevantes. A diferencia de la clasificacion
anterior propuesta por Armitage 1999 [Armitage GC. 1999] la cual se manej6 por més de 20
afios donde se tenian los criterios suficientes para la practica clinica como en el campo de la
investigacion para lograr un diagnostico definitivo. Desde esta reunion ha aparecido
informacién de estudios cientificos que han evaluado las caracteristicas diferenciales de la
agresion microbiana y la respuesta del hospedador, pero esta evidencia no es capaz de
diferenciar fenotipos claros que permitieran una distincion entre las patologias y condiciones
que se habian definido.

Como se encuentra en el ENSAB IV para Colombia [ENSAB IV. Situacion en salud bucal.
Ministerio de Proteccion Social], la mayor parte de la poblacion (61.8%) evidencia
periodontitis en sus diferentes grados de severidad lo que concuerda con el estudio 53
paciente (79.10%) donde la mayoria de pacientes presentaba cualquier estadio de
periodontitis. A diferencia del ENSAB IV [ENSAB IV. Situacion en salud bucal. Ministerio
de Proteccion Social] el 10.62% presentaba periodontitis avanzada a diferencia del estudio
donde se encontré una mayor presencia de la poblacion con una periodontitis en estadio I11-
IV 31 pacientes (46.26%). De acuerdo con la distribucién por sexo presentada en el ENSAB
IV [ENSAB IV. Situaciéon en salud bucal. Ministerio de Proteccion Social] un mayor
porcentaje de mujeres (42.59%) presenta ausencia de periodontitis comparado con los
hombres (33.59%), lo que concuerda con el estudio, mujeres (22.8%) y hombres (18.7%).
Un mayor porcentaje de hombres evidencian periodontitis en estadio II-1V (53.1%) a
diferencia de las mujeres (40%), pero en el estadio I-1l1 las mujeres presentan mayor
porcentaje de periodontitis (37.1%) a diferencia de los hombres (28.1%) lo que contradice al
ENSAB IV [IV Estudio de salud bucal. [ENSAB IV. Situacion en salud bucal. Ministerio de
Proteccion Social]. Se debe considerar para dar una conclusion definitiva tener en cuenta una
mayor poblacién y que el ESTUDIO NACIONAL DE SALUD BUCAL (ENSAB) se realice
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de acuerdo al nuevo sistema de clasificacion de las enfermedades y condiciones periodontales
[Caton JG, Armitage G. et al., 2018].

En el grupo de edad de 35 a 44 afios, cerca de la mitad de las personas cumple los criterios
para periodontitis moderada (48.29%) en tanto la presencia de periodontitis avanzada se
evidencia en el 7.84% de las personas de esta misma edad. En el grupo de 45 a 64 afios en
un 62.53% se encuentra periodontitis moderada, mientras el porcentaje de periodontitis
avanzada se distribuye en forma creciente entre el rango etario de 45 a 64 afos (20.35%) y
de 65 a 79 afos (25.99%). IV Estudio de salud bucal. [ENSAB IV. Situacion en salud bucal.
Ministerio de Proteccion Social], a diferencia en este estudio se encontré que del total de la
poblacion evaluada en 17 pacientes (25.37%) presentaban los criterios para el estadio I-11 de
periodontitis y para el estadio I11-1V 25 pacientes (37.31%) estaban incluidos en estos
criterios, sin embargo se debe tener en cuenta que la distribucién de los grupos de edades en

el ENSAB IV es diferente al presentado en este estudio.

De acuerdo con el presente estudio hubo una diferencia en la frecuencia y concentracion de
P. gingivalis, T. Forsythia, P. micra y F. nucleatum entre salud-gingivitis y los estadios I-II
0 -1V de la periodontitis (p <0.05), donde P. gingivalis y T. Forsythia mostraron estar
asociadas a enfermedad periodontal basados en hibridacion DNA-DNA checkerboard como
lo demuestra Socransky 1998 [Socransky SS, Haffajee AD. et al., 1998]. En otro estudio
realizado por Colombo et al., 2009 menciona que P. gingivalis, T. Forsythia, P. micra fueron
significativamente prevalentes en sujetos que presentaban periodontitis refractaria lo que
conlleva a la incognita de si P. micra esta involucrado directamente en la progresion de la

enfermedad periodontal ya establecida en un paciente que ya presento periodontitis.

P. gingivalis y T. forsythia no se encuentra en paciente sano/gingivitis. P. gingivalis se
encuentra presente en el estadio I-11 con 42.11% y en el estadio I11-1V con un 53.57% lo que
corrobora una asociacion de Porphyromonas gingivalis con periodontitis [Socransky SS,
Haffajee AD. et al., 1998]. P. intermedia con un 73,68% - 62.96%, P. micra, con un 68.42%
- 31.03% y F. nucleatum con un 100% - 93.10% presentes en periodontitis en estadio I, 11,
I11'y 1V lo que lleva a pensar que son microorganismos los cuales aumentan la capacidad de
formacion de biopeliculas para generar un aumento en la progresion de la enfermedad

periodontal.
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P. micra se encontrd en mayor proporcion (68.42%) en el estadio I-1I a diferencia de el
estadio I11-1V y sano/gingivitis el cual se puede relacionar que es un microorganismo que
cuando ya se encuentra presente en la enfermedad periodontal puede relacionarse con un
aumento de esta 'y de acuerdo con lo que menciona en su estudio Colombo, Boches, Cotton,
et al., 2009 se encontraron patdgenos periodontales que fueron significativamente prevalente
en sujetos con periodontitis refractaria incluidos P. micra, C. gracilis, Tannerella forsythia,
Prevotella spp., Eubacterium nodatum, Selenomonas noxia, Porphyromonas gingivalis,
Treponema spp., Eikenella corrodens y Campylobacter concisus. [Colombo, Boches. et al.,
2009].

P. intermedia no tuvo diferencias entre las etapas de salud-gingivitis y periodontitis (p>
0.286). Sin embargo, [Ashimoto A, Chen C. et al., 1996] muestra una asociacion
estadisticamente significativa entre P. intermedia con la presencia de P. gingivalis en
estadios mas avanzados de la periodontitis, como se observa en este estudio con una mayor

presencia de P. intermedia en estadios I, 1, 111, IV.

Segun Signat y Roques en el 2011 F. nucleatum cumple un papel en la colonizacion inicial
y su interaccién con P. gingivalis y P. intermedia generaria un aumento en la progresion de
la enfermedad periodontal [Signat B., Roques C. et al., 2011], lo que concuerda con el
presente estudio donde se observa que hay presencia en las 3 categorias, en salud/gingivitis
y los estadios I-11 ¢ I11-1V de la periodontitis con porcentajes de 76.92%, 100%, 93.10%
respectivamente, generando otra hipotesis, si tiene relacion directa la presencia de F.
nucleatum con la progresion y presencia de enfermedad periodontal, sin embargo se necesitan

mas estudios para corroborar esta hipotesis planteada.

Se compar6 la concentracion de P. gingivalis, T. Forsythia, P. intermedia, P. micra, y F.
nucleatum entre grupos. Para ninguno de los microorganismos, se observaron diferencias en
la frecuencia y concentracion de microorganismos entre las diferentes etapas de la
periodontitis (p> 0.05).

En cuanto a la concentracion en los resultados de este estudio mostraron ausencia de P.
gingivalis en sano/gingivitis pero presencia en periodontitis en estadio | y Il y aumento en el

estadio 11y IV.
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10. Conclusiones

El componente microbiano en los pacientes evaluados difiere en la nueva clasificacion
propuesta por el taller mundial de la AAP y EFP de 2017. F. nucleatum se encuentra presente

en los 3 estadios de la enfermedad periodontal.

En estado sano/gingivitis no se encontré presencia de P. gingivalis o de T. forsythia, sin
embargo la presencia de P. gingivalis en estadio I-1V al igual que T. forsythia se asocia

directamente a periodontitis.

La presencia de P. gingivalis, T. Forsythia, P. intermedia, P. micra, y F. nucleatum no es una
indicacion para determinar el estadio o el grado de progresion de periodontitis; sin embargo,
T. forsythia, P. intermedia y F. nucleatum se encontraron en mayor porcentaje en el estadio
I'y Il lo cual nos lleva a pensar que su presencia influye en la progresion de la enfermedad

periodontal.

Segun la concentracion de P. gingivalis y T. Forsythia encontrada genera una incognita que
en mayor presencia de estos microorganismos se da un aumento en el estadio de la

periodontitis.
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