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Introduccién

Gran parte del trabajo de los Odontdlogos se realiza sobre pacientes que han
sido afectados por alguna patologia oral de origen bacteriano. Asi, las patologias
mas frecuentes tratadas con medidas tanto preventivas como paliativas se deben a
una etiologia bacteriana.

Dia a dia convivimos con microorganismos en una homeostasis que, en caso
de romperse, puede generar consecuencias desfavorables tanto para el hospedero
como para su flora comensal. La cavidad oral no es la excepcion, hasta hoy se han
aislado cientos de diferentes especies, con muy diversas caracteristicas. La boca,
entonces, constituye un lugar de colonizacion bacteriana constante, que
dependiendo de las condiciones locales y propias de las especies generan
diferentes nichos bacterianos.

Estos nichos, a su vez, pueden o no afectar al hospedero, o a ofros
microorganismo presentes. Este equilibrio constante en que viven tanto el hospedero
como los microorganismos es la clave para que cualquier trastorno incline la balanza
y cambie las condiciones de salud/ enfermedad.

La concepcion respecto a las enfermedades de origen infeccioso en la boca
ha variado desde la bisqueda de patogenos especificos a considerar la infeccién
como una entidad polimicrobiana. Este concepto es clave ya gque la existencia de
viabilidad bacteriana en comunidad constituye la base del comportamiento de las
bacterias, asi, bajo determinadas condiciones, algunas especies mas patogénicas
pueden aumentar proporcionalmente y producir enfermedad.

En este estudio buscamos mediante diversas pruebas microbiolégicas y
bioquimicas detectar y cuantificar las especies predominantes en un habitat
microbiolégico poco estudiado, como son los sacos pericoronarios, basandonos en
los conocimientos existentes en habitats similares como son los sacos periodontales,
modelo ecologico in vivo que mas se asimila a éste, aunque con bastantes
diferencias tanto anatémicas como fisiolégicas.

El principal objetivo de este estudio es realizar una primera aproximacion en
Chile al estudio de la microbiologia bacteriana de una aproximacion cualitativa y
cuantitativa, utilizando al cultivo microbiolégico como base y las posteriores pruebas
de identificacion fenotipica y genotipicas para lograr de la mejor manera posible
obtener informacion relevante respecto a las diferentes especies bacterianas que
habitan estos habitat con un enfoque particular en determinados
periodontopatégenos: Prevofella spp. ya que ha sido reportada como el
periodontopatégeno mas frecuentemente encontrada en sacos pericoronarios (Sixou
et al., 2003; Rajasuo et al., 2007), Porphyromonas gingivalis por ser la especie
bacteriana periodontopatogénica méas frecuentemente encontrada tanto en
periodontitis crénica, agresiva localizada y agresiva generalizada en Chile (Silva et
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al., 2006) y Aggregatibacter Actinomycentencomitans por ser una especie, altamente
virulenta, frecuentemente asociada a infecciones agresivas orales, aunque con poca
prevalencia en Chile (Silva et al., 2008).



MARCO TEORICO

En este marco tedrico se trataran 3 grandes unidades: (i) sacos pericoronarios
y sus caracteristicas ecologicas ambientales que condicionan el desarrollo de
pericoronaritis, (ii) una breve descripcion de biofilm bacteriano, sus caracteristicas,
componentes y condicionantes de formacion, que permiten o dificultan la génesis de
particulares biofilms dentro de habitats especificos en la cavidad oral, finalmente, (iii)
descripcion de los periodontopatégenos estudiados en esta investigacion, sus
caracteristicas principales, consideraciones fenotipicas y genotipicas, epidemiologia,
y su relacién con enfermedad periodontal e infeccion de los sacos pericoronarios.

I.- Sacos pericoronarios

Los sacos pericoronarios anatémicamente consisten en espacios virtuales
formados entre la corona del diente y el tejido blando, que poseen una entrada
amplia y terminan en un fondo ciego, a diferencia de la estrecha entrada de un saco
periodontal, que ademas termina en filo de cuchillo. La profundidad del saco
pericoronario no va a depender de la progresién de la pérdida de insercion del tejido
periodontal que lo soporta, si no que, entre otras condicionantes, de Ila
caracteristicas eruptivas del diente, constituyendo un habitat que alberga patologias
de diferentes caracteristicas que las encontradas en los sacos periodontales,
basicamente afectados por complicaciones inflamatorias/infecciosas como la
Periodontitis.

Pericoronaritis

Pericoronaritis corresponde a una inflamacion e infeccion alrededor de la
corona de un diente semierupcionado. Esta entidad, representa una de las primeras
causas de dolor agudo en sujetos jovenes (Guralnick et al., 2004 citado por Rajasuo
et al., 2007), y como infeccion, presenta un patron multi bacteriano similar a la
enfermedad periodontal, favorecido por las condiciones ambientales similares a los
sacos periodontales (Leung et al., 1993).

Estudios que han investigado sobre la ecologia microbiana de los sacos
pericoronarios han encontrado un patron complejo de diferentes especies de
convivencia simultanea, compatible con un biofilm microbiano (Sixou et al., 2003),
encontrando especies de cocos y bacilos, aerobios y anaerobios, con predomiono de
los Gltimos (Sixou et al., 2003). Las bacterias mas comunmente encontradas son los
estreptococos alfa-hemoliticos y bacilos y cocos del genero de las Prevofella,
Veionella, Bacteroides y Capnocytophaga (Sixou et al., Jun. 2003; Sixou et al., Dic.
2003).



Il.- BIOFILM
I1.1.- Definicién
Definicion

Un biofilm corresponde a un conjunto de bacterias, con caracteristicas de
poder de adhesion dada por sus matrices extracelulares, que viven en comunidad,
agregadas y adheridas entre si y a una superficie que puede ser tanto natural como
artificial. Una manera mas simple de definicion fue dada por Karatan et al., (2009)
en que la defini6 como una cubierta que presenta material viviente en su interior
(Bios: Natural y film: Cubrir).

A nivel de la boca, una de las grandes diferencias de los nichos ecoldgicos
presentes en la cavidad oral, esta dada por su particular anatomia donde conviven
en una misma estructura tejidos blandos, duros y secreciones que los recubren. Es
esta constitucibn la que en parte determina la colonizacion bacteriana. Asi,
colonizando los tejidos orales, los microorganismos van a generar complejos biofilm
que, a su vez, van a tener una dinamica en el tiempo. Para poder generarse este
patrén de crecimiento bacteriano son necesarios tres componentes constitutivos
esenciales: una superficie dura en donde se adhieran las bacterias, la comunidad
microbiana “per se” y una red de canales intrabiofilm, que trasportan nutrientes,
desechos y microorganismos a nuevos nichos (Socransky & Haffajee, 2005). La
colonizacién bacteriana dentro de los biofilms va a depender de factores favorables
o contraproducentes tanto del medio como de la especie misma para su
asentamiento y proliferacion, asi, una colonizacién favorable dentro de un biofilm va
a depender de: |la presencia de un lugar colonizable en el momento preciso,
posesion de capacidad sobreponerse a determinadas condiciones ambientales
adversas, habilidad para obtener nutrientes del ecosistema impuesto en ese
momento, capacidad de ocupar los nichos bacterianos antes que colonizadores
laterales de distintas especies, adherencia a superficies determinadas, y, sortear los
mecanismo de defensa del hospedero. Es asi que se constituye un biofilm en base a
las especies bacterianas mas aptas y compatibles para generar su nicho ecologico
en un medio dado. Esto, en el fondo, constituye una prueba mas de la teoria
Darwiniana de la seleccion natural de las especies. Una vez instaurado este
ecosistema, su relacion con el hospedero va a llegar a una etapa denominada
climax en el que se establece un balance entre los colonizadores y el hospedero
conviviendo ambos en armonia (Socransky & Haffajee, 2005).

[.2.- Formacién de Biofilm

Las etapas de consititucién de un biofilm se pueden dividir en 5, a pesar que
la existencia de algunas no quiere decir que no se entienda a esa unidad ecolégica
como un biofilm, estas son (Figura 1): (i) adhesion inicial producida por los
denominados pioneros que se adhieran a la superficie de colonizacién y que realizan
la superficie mas atractiva a la colonizacion de otras especies bacterianas, (ii)
adhesion irreversible por las especies pioneras, (iii) maduracién primaria, (iv)
maduracién secundaria y (v) dispersion (Monroe, 2007).



Figura 1. Esquema de etapas de formacion de un Biofilm, extraido de:
“Looking for Chinks in the Armor of Bacterial Biofilms” (Monroe, 2007)

Las organizaciones bacterianas existentes en la cavidad oral, dependiendo
del ambiente generado y de sus mecanismos de adaptacion en conjunto con las de
otras especies, pueden generar nichos ecologicos que sean susceptibles de soportar
crecimiento bacteriano. A su vez las microecologias bacterianas son dinamicas en el
tiempo debido a cambios producidos por especies bacterianas que alteran el
ecosistema dejando mejores posibilidades de colonizacién a otras especies, o por
factores externos no dependientes de las especies residentes, que hacen mas
factible la colonizacion a ofras que tengan mejores capacidades para adaptarse al
medio. De esta manera se genera el concepto de sucesién bacteriana. Las
enfermedades orales poli microbianas como la enfermedad periodontal son ejemplos
clasicos de este mecanismo, en donde colonizadores primarios dan paso, de
acuerdo a modificaciones ambientales de su habitat, a secundarios que se adaptan
mejor a las condiciones del medio. Es de destacar que cualquier infeccion
polimicrobiana se compone de proporciones distintas de especies que afectadas por
los factores antes descritos varian generando patologia, o al contrario, estableciendo
nichos no tan virulentos, un claro ejemplo, es el aumento del complejo rojo y naranjo
proporcionalmente en enfermedad periodontal en comparacién con salud periodontal
(Socransky & Haffajee, 2005).

En virtud de su caracteristica polimicrobiana, los estudios que mejor describen
su composicion deben evaluar al menos dos dimensiones de ésta, estos son: la
prevalencia de las distintas especies y la cantidad en que se encuentran presentes.
A estos dos aspectos tambien le podemos agregar las variaciones temporales de



prevalencia y ndmero en virtud de las caracteristicas genotipicas y ambientales
presentes en un momento dado.

I.3.- Biofilm Subgingival

Se puede sefialar que la colonizacién microbiana se da de acuerdo a las
condiciones ambientales que mejor se adapten al genotipo especifico de una
especie bacteria en periodo determinado. En ofras palabras la especie que mejor
exprese su fenotipo por sobre otras. Actualmente se considera que mas de 500
especies colonizan los biofilm subgingivales, pero no mas de 30 especies son las
que proporcionalmente componen la gran mayoria, de ahi la importancia que se le
da a no mas de 5 especies en el desarrollo de periodontopatias, las que podemos
encontrar proporcionalmente muy aumentadas en enfermedad periodontal. A pesar
de la competencia observada entre especies dentro del biofilm, se ha demostrado,
en estudios in vivo e in vitro de que ciertas especies bacterianas aparecen mas
frecuentemente en relacion a otras, es asi que Socransky publicé un esquema en
donde se agrupaba a las especies en complejos, los denominados Complejos de
Socransky, (Figura 2) debido a su frecuencia de co-deteccion, sugiriéndose un
conjunto de actividades metabélicas entre especies que favorecen su desarrollo.
Ejemplo de esto es el “complejo rojo”, compuesto por Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia y Treponema denticola (Socransky & Haffajee, 2005).

V. pandula
A cxlontolptcirs

P gingiwalis
I foarsyifiensis
7. genticola

E Cormoaens
. ginghvalls
. spulicens
C. ochraceas A actinomycaierncomielans b
C COncISis
A actinom a

- Figura 2. Complejos de Socransky.




A pesar de que algunos estudios sefialan que existe una localizacion
topogréfica de los distintos complejos, investigaciones actuales sefialan que mas alla
de una localizacién estricta, la diferenciacién debe ser mas amplia, diferenciando
entre colonizadores primarios y colonizadores secundarios sin necesidad de que
exista un patron clasico de localizacion de los distintos complejos (Shillinger et al.,
2012).

Il.4.- Factores que condicionan el Desarrollo del Biofilm

Existen dos factores externos a los microorganismos que afectan el desarrollo
del biofilm cuantitativamente y cualitativamente, estos son la superficie sobre la cual
se desarrolla y los fluidos en general. Basandonos en la concepcion actual de que
los microorganismos orales son susceptibles de colonizar practicamente cualquier
region de la cavidad oral variando sus proporciones de acuerdo a las condiciones del
medio, son los factores ambientales quienes van a determinar finalmente las
variaciones proporcionales de las especies segun su mejor adaptacion a éstas
(Socransky & Haffajee, 2005). Especificamente, la superficie en que se desarrolla
influye drasticamente en las proporciones, encontrandose por ejemplo
predominancia de Prevofella Melaninogenica, en saliva y en caras dorsales y
laterales de la lengua o de Streptococcus oralis y mitis en la encia adherida.
Especificamente los sacos generados alrededor del diente ya sea periodontales o
pericoronarios, van a generar que se produzcan ecologias ambientales particulares
en las cuales se combinan tejidos duros y blandos, asi también es posible encontrar
proporciones bacterianas distintas a otras areas (Socransky et al., 1991 citado por
Socransky & Haffajee, 2005), por otra parte, en condiciones de desdentacion
completa la poblacion de Streptococcus mutans disminuye drasticamente. Esta
asociacion entre la superficie presente y las bacterias desarrolladas es tan fuerte
que incluso afectan cuantitativa y cualitativamente los microorganismos encontrados
en los tejidos blandos de pacientes dentados en comparacién con desdentados
(Carlsson et al., 1969, Emilson
& Torsellius, 1988 citados por Socransky & Haffajee, 2005).

El otro factor determinante en el crecimiento microbiano en la cavidad oral
corresponde a los fluidos intraorales. Principalmente existen dos fluidos: la saliva y el
fluido crevicular, los que difieren en su composicién, presentando el fluido crevicular
caracteristicas mas exudativas. La funcién principal de estos fluidos es la de
nutricién, trasporte de desechos y bacterias dentro, y entre, los diferentes biofilms y
bacterias colonizadoras de las diferentes zonas de la cavidad oral. Estas funciones
son de vital importancia para el crecimiento y la supervivencia bacteriana. Estudios
basados en técnicas moleculares de deteccién y cuantificacion (DNA-DNA
checkerboard) han demostrado un mayor crecimiento en sujetos sanos o con
periodontitis que en sujetos con sindrome de Sjogren (Socransky et al., 1998 citado
por Socransky & Haffajee 2005). En lo que respecta a sitios subgingivales, esta
demostrado que estados de mayor inflamacién generan una mayor produccién de
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liquido crevicular el cual a su vez genera un mayor crecimiento microbiano
(Socransky & Haffajee, 2005).

lll.- BACTERIAS PERIODONTOPATOGENAS EN ESTUDIO

Al observar macroscopicamente una placa de agar sangre hemina-menadiona
de una muestra de placa subgingival, se aprecian pequefas unidades formadoras de
colonias (UFC) redondas de color negro intenso y brillante de diferentes tamanios,
las que se pueden subdividir en Prevolella Intermedia, Frevotella Nigrescens y
Porphyromonas gingivalis, principalmente, constituyendo las especies bacterianas
de muestras obtenidas de biofilm subgingival que mas frecuentemente crecen en
este medio con este aspecto, las que, formando colonias de color negro profundo,
resaltan por sobre las demas especies que forman UFC de color blanco a traslicido.

lll.1.- Prevotella Intermedia/nigrescens

Clasificacion

Orden: Bacteroides
Familia: Prevotellaceae
Género: Prevotella
Especie: Intermedia

El género Prevotella (Figura 3) corresponde a un bacilo gram negativo,
anaerobio estricto frecuentemente encontrado en sitios anaerobicos de la cavidad
oral. Se la encuentra asociada, en numeros elevados, a enfermedad periodontal por
lo que ha llegado a considerarse como un patégeno periodontal ademas de los ya
descritos, correspondientes al complejo rojo de Socransky y A
Actinomycentencomitans (Mombelli et al., 2000). La especificacion entre Prevotella
Intermedia y Prevotella Nigrescens fue solo posible mediante técnicas de biologia
molecular generando una diferenciacion de tipo genotipico en vez de las clasicas
pruebas fenotipicas que por lo estrechamente relacionadas de estas especies hacia
practicamente imposible su diferenciacién (Loung et al., 2001).

La clasificacion de Socransky describe a las Prevotella Intermedia/Nigrescens
en el complejo naranjo sugiriendo ser patoégenos periodontales putativos aumentado
proporcionalmente su poblacion en enfermedad periodontal de manera significativa.
Topograficamente se ha intentado localizarlas dentro del biofiim sugiriendo en un
primer momento que lo poblarian primero que el complejo rojo (Socransky &
Haffagee, 2005), siendo fundamentales para que bacterias pertenecientes a este
complejo puedan colonizarlo. Estudios recientes de biofilms subgingivales en base a
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hibridizacién in situ fluorescente, han demosirado que si bien existe una clara
predominancia en colonizar sectores topograficos especificos es posible encontrar
una distribucion mas heterogenea de estas especies que lo que en un momento se
penso (Shillinger et al., 2010)

Figura 3. Prevotelfla Intermedia/nigrescens, en agar

' sangre hemina-menadiona, fenotipicamente presentan la
mayoria de |as caracteristicas observables en comdn,
Foto extraida de Sanz et al. 2004

A pesar de que en una placa de cultivo a simple vista las UFCs pueden
presentar caracteristicas similares, su expresién de caracteristicas bioguimicas
puede variar entre especies incluso en especies tan similares como la Prevotella
Intermedia y P. Nigrescens. Una de las principales estudiadas para el género de las
Prevotella es su caracteristica de produccion de beta lactamasa. Loung et al. (2001)
en un estudio en que evalud la resistencia a la amoxicilina y tetraciclina por parte de
Eikinella corrodens, Prevotella Infermedia y P. Nigrescens, encontré que la especie
que mayor resistencia tenia a la amoxicilina es la P.Nigrescens, seguida de
Prevotella Infermedia y finalmente Eikinella corrodens (concentraciones minimas
inhibitorias mayores o iguales a 1 ul. por disco de inhibicion) con un porcentaje de
susceptibilidad de un 67%, 68% y 100% respectivamente. Ademas se utilizaron
agares sangre selectivos suplementados con amoxicilina (1 ug. por ml.) para el
cultivo selectivo de muestras clinicas, aislando cepas resistentes, resuitando en que
un 100% de las cepas cultivadas correspondieron a cepas resistentes. Estos
resultados demuestran que existen cepas bacterianas de Prevolella
Intermedia/nigrescens que son resistentes a la amoxicilina y que conviven junto a
especies susceptibles, sugiriendo una posible seleccion bacteriana ante
administraciones de amoxicilina dejando cepas resistentes residentes, haciendo
cada vez menos efectiva las terapias antibioticas en base a amoxicilina.

En cuanto a su rol patogénico especifico, estudios comparativos de
composicion microbiana de biofilms han encontrado que tanto la especie Prevotella
Intermedia como Prevofella Nigrescens aumenta proporcionalmente en enfermedad
periodontal comparado con sujetos sanos periodontalmente (Socransky & Haffajee,
2005) encontrandose presente en altas proporciones en sacos con caracteristicas
inflamatorias (Mombelli et al., 2000). Estos resultados a su vez son congruentes con
otros estudios en los cuales se sefiala que al encontrar sacos con mayor
profundidad de sondaje se encontré una mayor variabilidad de genotipos de
Prevotella Intermedia (Alves et al., 2008).

Un aspecto importante es sefialar que las Prevotella Intermedia/Nigrescens
han sido mas frecuentemente encontradas en distintos sitios tratados
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periodontalmente de un mismo paciente que la Porphyromonas gingivalis, en un
estudio realizado por Mombelli et al., (2000) en el cual evalud la presencia residual
de estos patdgenos periodontales mas Aggregatibacter Actinomycetencomitans,
ademas se realizé una regresion lineal de multivariables por medio de las cuales se
determind que existe una asociacién significativa entre la presencia de Prevotella
Intermedia/Nigrescens y sangrado al sondaje, a la vez que existi6 una asociacion
significativa entre profundidad de sondaje y presencia de Porphyromonas gingivalis
(Mombelli et al., 2000), por lo que se puede asociar a estas especies la presencia de
caracteristicas inflamatorias de la enfermedad periodontal.

Estudios comparativos realizados en Chile han sefalado que se encuentra
una mayor prevalencia de Porphyromonas gingivalis por sobre Prevotella
Intermedia/Nigrescens tanto en Periodontitis cronica, Periodontitis agresiva
localizada y Periodontitis agresiva generalizada (Silva et al., 2005). Lopez N., (2000)
utilizando sondas de DNA también encontr6 una prevalencia mayor de
Pophyromonas gingivalis en comparacion a Prevotella Intermedia en sitios activos
como pasivos con enfermedad periodontal.

En cuanto a su rol patogénico en la pericoronaritis se la ha encontrado
altamente prevalente en esta patologia siendo el bacilo gram negativo anaerobio
mas frecuentemente encontrado(Sixou et al., 2003)

lll.2.- Porphyromonas Gingivalis

En 1999 Jorgen Slot titul6 el Periodontology 2000 con su nombre, junto a
Actinobacilus Actinomycentecomitanas, que posteriormente pasé a llamarse
Aggregatibacter cambiando su género. Asi podemos encontrar libros de
publicaciones dedicadas exclusivamente a ella, pero a pesar de los esfuerzos
realizados aun quedan muchos aspectos no descubiertos de esta especie (Figura 4).

Caracteristicas generales
La clasificacién cientifica de esta bacteria es la siguiente

Reino: Bacteria

Familia: Bacteriocidae

Genero: Porphyromona

Especie: Gingivalis

Correspondiente a un bacilo gram negativo, no formador de espora, no movil,
anaerobio estricto de unos 0,8 micrones de ancho y 1 a 3,5 micrones de largo
(Olsen et al., 1999; Holt et al., 1999)
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Figura 4. Porphyromonas ginglvalis
ATCC, cultivadas en agar sangre
hemina menadiona, para efectos de
esta tesis.

Caracteristicas Bioquimicas

Porphyromona gingivalis es una especie anaerobia, asacarolitica que
coloniza zonas donde existen bajas concentraciones de oxigeno y altas
concentraciones de nitrégeno, por tanto, idealmente coloniza sitios en boca donde
se favorezcan estas caracteristicas, como son los sacos periodontales profundos,
donde existe un potencial de oxido reducciéon reducido, que baja alin mas en
enfermedad periodontal, sumado a abundantes nutrientes proteinicos (Mettraux et
al., 1984 citado por Olsen et al., 1999). Existe la posibilidad de cultivar a esta
especie sin menadiona exdégena pero no sin aporte de hemina, atin cuando autores
sefalan que in vivo es posible que realice biosintesis de este compuesto (Olsen et
al., 1999), aun asi, la presencia de hemina exdgena genera un aumento en el
crecimiento de esta bacteria in vitro y de su virulencia en modelos de ratones de
experimentacion (Marsh et al., 1993). En cuanto a los requerimientos de amino
acidos, el méas captado es la arginina seguido por el aspartato, serina, histidina y
alanina (Shah et al., 1987 citado por Olsen et al., 1999). La presencia de péptidos
completos causa un aumento en el crecimiento de la Porphyromona gingivalis
sugiriendo un rol importante de las proteinasas producidas por ella en la funcién
nutritiva (Olsen et al., 1999).

Factores de Virulencia de Porphyromonas gingivalis

Por factor de virulencia entendemos moléculas que permiten establecer
relaciones simbidticas o de parasitismo con el hospedero (Holt et al., 1999). Para
poder ejercer sus factores de virulencia de manera completa debe primero
establecerse en su correcto hospedero y competir contra las medidas de defensa del
propio hospedero y contra la flora comensal preexistente (Holt et al., 1999). A su vez
son estos factores los que influyen en el desarrollo de la enfermedad periodontal,
actuando directamente sobre el hospedero o desencadenando una respuesta
inmunoinflamatoria (Hernandez et al., 2011) que lleva al dafio propio por parte de
éste (Slots et al., 1981). La Porphyromonas gingivalis posee una gran cantidad de
factores de virulencia de los cuales destacan:

Capsula

La mayoria de las cepas de Porphyromona gingivalis presenta una zona
electrodensa externa considerada como una capsula de polisacaridos, a la cual se le
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ha descrito importantes propiedades antifagociticas (Okuda et al., 1987 citado por
Holt et al., 1999). Su composicion quimica difiere entre distintas cepas, pero en
general su contenido varia entre galactosa, glucosa, glucosamina, manosa y
metilpentosa (Okuda et al., 1987 citado por Holt et al., 1999). Estudios han
demostrado que cepas con gran cantidad de capsula poseen mayor resistencia a la
fagocitosis, son mas hidrofilicas, tienen menor autoaglutinacion y reducen la
respuesta inflamatoria de los fibroblastos (Holts et al., 1999; Bruner et al., 2010).

Membrana celular

Como toda membrana celular de una bacteria Gram negativa presenta 2
membrana celulares, la membrana interna presenta por fuera peptidoglicanos y la
externa, por fuera, lipopolisacaridos, lipoproteina y proteinas de trasporte y
periféricas, ademas ambas membranas se encuentran unidas por lipoproteinas (Holt
et al., 1999; Curtis et al., 2011). La membrana externa de Porphyromonas ginigivalis
posee a lo menos 20 proteinas periféricas con un peso de entre 20 a 90 kDa (Nakao
et al., 2011). A esta membrana se le ha descrito la capacidad de coagregar a la
Porphyromona gingivlis con especificas bacterias Gram positiva o negativos
mediada por proteinas periféricas, coagregaciones importantes son las que se
producen entre Porphyromonas gingivalis y Prevotella Intermedia o entre
Porphyromona gingivalis y Actinomyices Viscosus (Kinder & Holt, 1989; Ellen &
Grove, 1989). Se ha relacionado la expresion de proteinas periféricas de membrana
a la necesidad de hemina, regulando su expresion de acuerdo a la presencia de esta
en el medio ambiente (Bramanti & Holt, 1990) cuya funcién seria la de unir la hemina
que ha sido degradada por la hemolisina presente en vesiculas de la membrana
externa (Holt et al., 1999).

Vesiculas de membrana externa

Durante el crecimiento bacteriano las bacterias gram negativas liberan
vesiculas al medio externc de entre 20 y 250 nm. Las vesiculas de membrana
externa de Porphyromonas gingivalis contienen gingipainas, LPS y fimbriae. Una vez
lisadas estas vesiculas liberan al medio antigenos que son reconocidos estimulando
al sistema inmune del hospedero. Mutantes de esta especie para vesiculas de
membrana externa generan una menor respuesta inmune-inflamatoria (Nakao et al.,
2011)

Lipopolisacaarido

Lipopolisacarido (LPS) es una molécula de 10 kDa. con caracteristicas
amfipaticas, la porcién hidrofilica se denomina “O-specific antigen” vy la porcién
hidrofébica se denomina lipido A donde se une a la membrana externa.
Bioguimicamente se compone de ramnosa, manosa, galactosa, glucosa,
glucosamina, galactosamina y acidos grasos C 15:0 (Holt et al., 1999; Nakao et al.,
2011; Curtis et al., 2011). Estudios han sefialado que la toxicidad del lipolisacarido
de Porphyromona gingivalis es mucho menos que el de otras especies bacterianas
como E. Coli a excepcion de la cepa 381 que posee un LPS mas toxico (Koga et al.,
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1985; Nakao et al., 2011). Al interactuar el LPS de Porphyromonas gingivalis con
receptores CD 14 en monocitos induce la secrecion de citoquinas, pero en menor
grado que LPS de E. Coli, esto explica el porqué puede crecer en su hospedero sin
ser detectada en un comienzo, progresando a una enfermedad lenta y crénica
(Dahlén G & Slots, 1989 citado por Holt et al., 1999). La capacidad endotoxica le
corresponde a la porcion Lipido A, mientras que la porcién O-antigeno posee una
funcién inmunobiolégica (Takada et al., 1992 & Curtis et al., 2011). Especificamente
la porcion Lipido A se le ha detectado capacidad de lisar células, posee una
capacidad pirogénica reducida (Tanamoto et al., 1997) ademas de poseer una
capacidad de hemaglutinacién en animales (Okuda y Kato, 1987), por otra parte la
temperatura externa se ha demostrado ser importante en la produccion de Lipidos A
mas virulentos, cambiando la composicién quimica del grupo fosfato, estimulando de
manera distinta el receptor TLR-4 (Curtis et al., 2011 y Coats et al., 2010). Lipido A
ademas puede inducir la produccién de interleuquina(iL) -1beta, IL-6, IL-8, Interferon
gamma, factor estimulante de granulocitos y macréfagos y receptor antagonista de
IL-1 (Ogawa, 1989 citado por Holt et al., 1999), estimula la produccion de factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) y dxido nitroso (NO) in vitro (Tanamoto et al., 1997).
Ademas estudios han encontrado la capacidad de LPS de producir Prostaglandina
(PGE) 2 (Bramanti et al. 1989), de sensibilizar ciertos nociceptores (Randi et al,,
2011) y de bloquear receptores Toll-Like 4 que serian claves en el reconocimiento
de estas especies bacterianas por parte del hospedero (Yoshimura et al., 2001 y
Hajishengallis ,2011).

Fimbriae

Gran cantidad de bacterias Gram negativas posee apendices en su superficie
conocidas como fimbrias. Han sido descritas dos tipos de fimbrias una que permite
la adhesion a otros microorganimos o células del hospedero y un segundo tipo que
permite conjugacion bacteriana, la cual es mucho mas larga y flexible (Holt et al.
1999). Salvo tres cepas de Porphyromonas ginginvalis todas las demas posees
fimbrias alrededor de su superficie, cada una de estas se compone de
aproximadamente 1000 sub unidades (Fimbrillina) (Hardley & Tipler, 1986 citado por
Holt et al., 1999; Okuda et al., 1986). EIl gen que codifica la sub unidad de la
fimbriae ha sido codificado y se denomina fimA y esta presente en todas las cepas
examinadas (Nakagawa et al., 2006). Las Fimbrias cumplen una importante funcién
en la invasién bacteriana a células epiteliales humanas (Yilmaz et al., 2003; Yilmaz
et al., 2002), de hecho, cepas que poseen menor cantidad de fimbrias o con fimbrias
mas pequefas se adhieren mas débilmente a las células epiteliales (Watanabe et
al., 1992), ademas estudios han demostrado que dentro de la saliva existen
receptores para las fimbrias que facilitan su unién con la hidroxiapatita (Amano et al.,
1994 & Kumada et al., 2012). Las fimbrias de Porphyromona gingivalis han sido
clasificadas en seis tipos (subtipos) de los cuales las que presentan el tipo Il de
fimbrias poseen una capacidad mayor de adherencia e invasion celular y a su vez
ejercen mayor virulencia intracelular, destruyendo las uniones intracelulares e
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impidiendo la migracién celular necesaria para la curacion de tejidos (Nakagawa et
al., 2008).
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Materiales y métodos

Pregunta de Investigacion

;Existe la presencia de la especie periodontopatogénica Porphyromonas gingivalis
en sacos pericoronarios inflamados de terceros molares semiincluidos en pacientes
sin periodontitis del hospital Carlos van Buren de Valparaiso?

Objetivos

Objetivo general

Determinar y cuantificar la presencia de las especie periodontopatogénica

Porphyromonas gingivalis en sacos pericoronarios de pacientes sin periodontitis del
hospital Carlos van Buren de Valparaiso.

Objetivos especificos

Establecer un protocolo de estudio efectivo para especies
periodontopatogénicas: Porphyromonas gingivalis y especies de Prevotella,
en infecciones de la cavidad oral.

Determinar el rol de Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia en la
patogenia de la pericoronaritis.

Determinar diferencias estadisticamente significativas entre las prevalencias
de Porphyromonas gingivalis y especies de Prevofella con las encontradas
por estudios realizados en Chile en sacos periodontales con Periodontitis
cronica y agresiva localizada y generalizada.

Determinar diferencias estadisticamente significativas entre las edades de los
pacientes utilizados en este estudio y los utilizados en grupos de pacientes en
Chile para evaluar la presencia de Porphyromonas gingivalis y especies de
Prevotella, en pacientes con enfermedad periodontal crénica y agresiva
generalizada y localizada.

Definicién de Variables

1.

Edad: Tiempo transcurrido a partir del nacimiento del individuo. Variable
cuantitativa continua.

Método de medicién: mediante encuesta personal al paciente consignandolo
en la ficha clinica.
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. Indice CPITN: indice de necesidad de tratamiento periodontal de la
comunidad. Variable cualitativa nominal.

Método de medicién: Mediante la evaluaciéon de profundidades de sondajes
con una sonda OMS, de acuerdo a su graduacion, realizandose en dientas
17; 16; 11; 26 27; 47; 46; 31; 36; 37; en menores de 19 afios se evita
considerar los segundos molares.

. Terceros molares presentes en boca: Ultimo molar de las arcadas dentarias.
Variable cuantitativa discreta

Método de mediciéon: Mediante examen clinico intraoral.

. Terceros molares en semierupcion: Terceros molares que presentan parte de
su corona presente en boca y la otra parte bajo la mucosa o hueso. Variable
cuantitativa discreta.

Método de medicion: mediante examen clinico intraoral.

. Saco pericoronario inflamado: Corresponde a la inflamacion del tejido gingival
que circunda la corona de un diente (Rajasuo et al., 2007). Variable cualitativa
nominal.

Método de medicion: Mediante examen clinico intraoral de acuerdo a los
parametros establecido.

. Radiografias de los terceros molares: imagen registrada en una placa o pelicula
fotografica. La imagen se obtiene al exponer al receptor de imagen radiografica a
una fuente de [radiacién] de alta energia, comunmente rayos X o radiacion
gamma procedente de isétopos radiactivos. Variable cualitativa dicotémica

Método de medicién: Evaluacién de la presencia de la ficha clinica al momento del
examen.

. Porphyromonas gingivalis: Correspondiente a un Bacilo, Gram negativo, no
formadora de espora, no movil, anaerobio estricto de unos 0,8 micrones de
ancho y 1 a 3,5 micrones de largo, formadora de colonias pigmentadas de
negro en agar sangre hemina menadiona (Holts et al., 1999). Variable
cuantitativa discreta.

Método de medicién: mediante conteo de UFC ml por método de cultivo
anaerobico e identificacion fenotipica por fluorescencia negativa a la luz U.V.
en metanol.

. Prevotella Intermedia/nigrescens: El género Prevotella corresponde a un
bacilo gran negativo, anaerobio estricto frecuentemente encontrado en sitios
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anaerobicos de la cavidad oral (Mombelii et al., 2006). Formadora de colonias
pigmentadas de negro. Variable cuantitativa discreta.

Meétodo de medicion: mediante conteo de UFC ml por método de cultivo
anaerobico en agar sangre hemina-menadiona e identificacion fenotipica por
fluorescencia roja a las luz U.V. en metanol.

Poblacién de estudio y disefio de estudio

Corresponde a un estudio descriptivo de corte transversal, en el cual se
examino a 40 pacientes con sacos pericoronarios inflamados e infectados de los
cuales s6lo 11 pacientes (tamafio muestral utilizado Rajasuo et al.,, 1996) del
Servicio de Cirugia y Traumatologia Maxilo Facial del Hospital Carlos van Buren de
Valparaiso, Servicio de Salud Valparaiso San Antonio (SSVS), en el periodo
comprendido entre Mayo de 2012 a Julio de 2012, cumplieron los siguientes criterios
de inclusién: (i) Atendidos en el Hospital Carlos van Buren de Valparaiso en el
periodo comprendido entre Abril de 2012 y Julio de 2012, (ii) Con presencia de
terceros molares semi-erupcionados y con sacos pericoronarios inflamados e
infectados, (iii) Sin tratamiento antibacteriano actual, sistémico o local por un periodo
de 6 meses, (iv) Consentir la participacion en el estudio, mediante la subscripcion
personal o de su representante legal de consentimiento informado (ver anexo), (v)
Sin presencia de periodontitis, (vi) Sea posible la toma de muestras microbiolégicas.
Ademas fueron excluidos los pacientes que cumplieran con los siguientes criterios
de exclusion: (i) Pacientes menores de 18 afios, en que su representante legal no
consienta el procedimiento, (ii) Pacientes embarazadas, (iii) Pacientes con alguna
deficiencia mental.

El estudio fue explicado a cada uno de los pacientes participantes,
respondiendo cada una de las dudas presentadas por ellos y solicitandoles que
aceptaran firmar el consentimiento informado (Anexo |) y los datos fueron
consignados en una ficha clinica disefiada para los efectos de esta Tesis (Anexo Il) .

Comité cientifico

El Protocolo de estudio fue disefiado de acuerdo a las normas establecidas en
la Declaracion de Helsinki, este fue presentado ante la oficina de Gestién Docente
del Hospital Carlos van Buren, con copias por cuadruplicado para: el Jefe de
Servicio de Cirugia Maxilo Facial, archivo de oficina de Gestion Docente, Jefe de
Comité Cientifico del Hospital Carlos van Buren y otra para su archivo. Una vez
aprobada por la oficina de Gestién Docente del Hospital y por el Jefe de Servicio de
Maxilo Facial, se presentd, al comité cientifico del Hospital, obteniéndose su
aprobacion en carta Ref.: N° 05 del 16-01-2012 (Anexo lII).

Examinador

El examinador fue instruido previamente para el procedimiento de recoleccién
de muestras del saco pericoronario mediante instruccién por medios audiovisuales
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producidos por el Departamento de Odontologia Conservadora de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile.

Mediciones clinicas

Todos los pacientes seleccionados fueron evaluados en los siguientes
criterios. Anamnesis sistémica, examen extraoral e intraoral en general, indice
CPITN, nimero de terceros molares presentes dentro de los cuales se especifico si:
estaban incluidos, en semi-inclusién o totalmente incluidos, especificando la posicion
de los terceros molares en semiinclusion: (a) vertical, (b) completamente vertical, (c)
en mesioversion, (d) en distoversion. Ademas se examinaron mediante radiografias
periapicales o panoramicas si existian al momento del examen, no siendo su
presencia determinante al momento de la seleccién del paciente. Las caracteristicas
inflamatorias presentes al momento del examen de los sacos pericoronarios se
clasificd en 3 tipos (especificados en Tabla I) basandonos en las caracteristicas
generales de la inflamacion y parametros utilizados en periodoncia para evaluar el
grado de inflamacién gingival. Todas las mediciones fueron realizadas antes de la
toma de muestras clinicas, a excepcion del indice CPITN que se realizé posterior a
la toma de muestras para evitar contaminacién de las muestras clinicas.

Variables Saco | Saco pericoronario | Saco pericoronario
periocoronario con inflamacion | sin inflamacion
_ inflamado leve

Historia de dolor Historia de dolor Historia de dolor
, positiva negativa negativa
Eritema del Eritema del Sin eritema
capucho6n capuchon
‘Presencia de edema Edema leve del Sinedema
s ; capuchoén
Gl EE ] Hemorragia post Hemorragia post No  sangra  post
instrumentacion intrumentacion intrumentacion o es leve

Puede existir Sin  exudado Sin exudado
-exudado purulento purulento purulento

Puede existir tismus Generalmente no No existe

funcional hay

' Tabla |. Determinacién de las caracteristicas inflamatorias de los sacos pericoronarios al
momento del examen.

Recoleccién de biofilm bacteriano subgingival
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Una vez identificado el saco pericoronario en el cual se iba a realizar la toma
de muestra de biofilm subgingival, se procedié a anestesiarlo solamente mediante
técnicas de anestesia tronculares (mepivacaina 3%; Adrenalina 1:100.000) de
manera de impedir la contaminacién con sangre del saco.

Luego se aisld el saco pericoronario seleccionado con gasas estériles, la
placa bacteriana supra gingival fue eliminada mediante una térula de algodén, sin
tocar el margen gingival. Posteriormente el saco pericoronario fue secado con
térulas de algodén. El biofilm subgingival fue tomado con una cureta estéril (Hu-
Friedy ¥z o % debido a su facilidad de adaptacién a los tubos de crio-conservacion y
a adaptarse mejor a los planos de los sacos pericoronarios) sin que existiera
hemorragia del saco al momento del examen, ni que la muestra de biofilm fuera
contaminada con sangre o saliva en ninguna zona. Obteniendose una muestra que
cubriera por completo la superficie superior del extremo activo de la cureta.
Inmediatamente fue sumergida enérgicamente en el medio de transporte a 4°C, de
manera de que se distribuyera homogéneamente, para su posterior almacenamiento
previo a ser procesada. Muestras contaminadas con algodoén, hilos de gasa, saliva o
sangre fueron excluidas del estudio. Se obtuvo una muestra por paciente.

Medio de transporte

El medio de transporte utilizado en este estudio fue RTF (reduced fransport
fluid) estéril (Loesche & Syed, 1972) sin EDTA, el cual fue alicuotado a 1 ml en un
tubo de crio conservacion con tapa rosca, con goma de cierre para evitar filtraciones
(Figura 5). Este medio fue mantenido en refrigeraciéon a 4° C durante todo el
desarrollo del estudio evitando romper la cadena de frio en ninguna de las etapas,
hasta finalmente ser procesadas las muestras.

Figura 5. Tubo de crio conservacion modificado con
. tapa rosca, el cual presenta RTF en su interior
alicuotado en 1ml.
1 . }
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Composicion quimica de RTF (Loesche & Syed, 1972)

Components Amount (ml), (Componentes en ml.), férmula por litro.

1. Stock mineral salt solution no. 1 . ..... | Solucién salina no. 1...... 75

75
2. Stock mineral salt solution no. 2' ..... Solucién salina no. 2....... 75

5 o 7
3.01MEDTA ..o, 10 3.0.TMEDTA ....ccooovovrrrerrenens 10

4: 8% Na2COJ .....icosriminis 5 4.8% Na2C03 .......ccooorrirrine 5

5. 1% dithiothreitol (freshly prepared) 20 | 5. 1% dithiothreitol (preparacion fresca)

20 :

6. Resazurin 0.1% (optional) ..... ....... 1 | 6. Resazurin 0.1% (opcional) ..... ... et ]
7. Distilled water ........ .ccc........ 814 Agua destilada................... 814

Trasporte de muestras en RTF

Una vez sumergidas las muestras en RTF, estas fueron trasportadas en un
plazo no mayor a 3 hrs. cronolégicas a 4°C. + - 2°C. (medidas con termémetro
introducido dentro de la caja), dentro de una caja de material aislante con geles
congelados (gel pack, Esky Coleman de 450 ml ), y procesadas inmediatamente.

Procesamiento de Muestras

Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de Anaerobios del
Departamento de Microbiologia Bucal de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile. Edificio Dr. Juan Collin, 3er. piso, calle Sergio Livingstone
Pohlhammer 943, Independencia, Santiago de Chile.

Dilucién seriada (Figura 6)

Se realizé una dilucién seriada de la siguiente forma: las muestras en RTF
fueron sometidas a un primer vortex por 10 segundos para homogenizar su
contenido, porteriormente se tomé con una micropipeta graduada 100 microlitros (ul)
de solucion para ser diluida en 900 ul. de solucion buffer fosfato en un tubo
Eppendorf, estéril, posteriormente de esta solucion se tomaron 100 ul. los cuales
fueron diluidos en 900 ul. de Buffer fosfato, repitiendo el procedimiento 3 veces, para
obtener diluciones seriadas en 3 veces como maximo (-1; -2; -3). Todas las
diluciones fueron sometidas a un segundo vortex por 15 segundos. En cada
procedimiento se utilizaron puntas estériles de micropipetas las cuales fueron
desechadas posteriormente a su utilizacion. La solucién de RTF restante fue
congelada a -20°C. Todo el procedimiento fue realizado bajo una campana
extractora de aire para evitar contaminacién de las muestras.
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" Figura 6. Grada con tubos Eppendorf posterior a realizar la
dilucién seriada

Cultivo inespecifico

Posteriormente se sembraron 100 ul. de dilucion -2 y -3 en agar sangre
hemina-menadiona y 100 ul de RTF no diluido y de dilucién -1 en agar TSVB,
colocando la alicuota en la superficie del agar precalentado a 37°C y esparciéndola
por toda la superficie con una asa de Drigalski, logrando asi una capa uniforme.

Por lo tanto cada muestra se cultivo en 4 Placas: 2 Placas de Agar base N° 2
(Oxoid CM0271) no especifico con 5% sangre de caballo defibrinada, 1 mg/L hemina
y 0.5 mg/L menadiona, para el recuento de UFC anaerobicas totales (UFC/ml) y
para la deteccion y cuantificacion de Porphyromonas gingivalis y Prevotella spp. y 2
placas agar Tryptona de soya (Oxoid CM0131), 10% suero de caballo, Bacitracina y
Vancomicina (TSVB) para cultivo selectivo de  Aggregatibacter
Actinomycentencomitans. Todo este procedimiento fue realizado bajo campana
extractora de aire para evitar contaminaciéon de las muestras y placas de cultivo
(Figura 7).
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~ Figura 7. Procedimiento de cultivo en placas de agar sangre hemina-
menadiona y placas de agar TSVB.

Incubacion

Las placas de cultivo con agar sangre hemina-menadiona fueron colocadas
en una camara de anaerobiosis, con una bolsa generadora de gas en su interior,
produciendo una atmosfera anaerdbica de 80% Nitrégeno, 10% Dioxido de Carbono
y 10 % de Hidrégeno (Genbox anaer, anaerobic atmosfere generators, REF 94 124,
Biomerieux) e incubadas a 37 °C +-2°C por un periodo de 12-14 dias, para lograr
obtener colonias maduras pigmentadas de negro. Las placas de cultivo con Agar
TSVB fueron cultivadas en ambiente microaerofilico (5% de Dioxido de Carbono) por
2ab5diasa37°C +- 2°C.

Identificacion y cuantificacion
Una vez obtenido los cultivos en agar sangre inespecifico y TSVB fueron

observados bajo microscopio estereoscopico donde se realizé identificacion y
cuantificacién de colonias pigmentadas de negro (P. gingivalis, Prevotella spp.) en
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agar sangre hemina-menadiona e identificacién y cuantificacion de colonias con
estructura interna similar a estrella (Aggregatibacter Actinoycentencomintas) en agar
TSBV. El recuento de UFC totales se realizé en agar sangre hemina-menadiona

(Figura 8).

Figura 8. Cultivo inespecifico luego de 14 dias en Agar sangre hemina-
menadiona.

Cultivo selectivo

Posteriormente se seleccionaron 16 colonias pigmentadas de negro por
muestra y se cultivaron selectivamente en placas de agar base N° 2 (Oxoid CM0271)
no especifico con 5% sangre de caballo defibrinada, 1 mg/L hemina y 0.5 mg/L
menadiona, dividiendo la placa de agar en 8 partes iguales (biscochos). Las colonias
de Aggregatibacter Actinomycentencomitans se cultivaron nuevamente en TSVB
para aumentar el N° de colonias. Este procedimiento fue realizado bajo la llama de
un mechero Bunsten para evitar contaminacion y con asas de plastico desechables
por colonia o metalica calentada al rojo luego de cada el cultivo de cada colonia. Las
placas de agar sangre hemina-menadiona fueron colocadas en camaras de
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anaerobiosis con sobres generadores de gas ,80% Nitrégeno, 10% Didxido de
Carbono y 10 % de Hidrégeno (Genbox anaer, anaerobic atmosfere generators, REF
96 124, Biomerieux) a 37°C +- 2°C por 7 a 14 dias y las placas de agar TSVB
colocadas ambiente microaerofilico (5% de Dioxido de Carbono) por 2 a 5 dias a
37°C +- 2°C (Figura 9).

colonias pigmentadas de negro extraidas de distintas muestras clinicas

Identificacién fenotipica

Parte de las colonias pigmentadas de negro cultivadas selectivamente se las
seleccioné y colocd en un tubo de ensayo alicuotados con 1 ml de metanol para
prueba de fluorescencia a la luz U.V. (360 nm), se les aplico un vortex de 30
segundos por colonia para obtener una solucibn homogénea, posteriormente se
observé bajo obscuridad la fluorescencia de las colonias bajo la estimulacion a luz
ultravioleta, identificando P.gingivalis por no generar fluorescencia y Prevotella spp.
por producir fluorescencia la estimulacion con UV, las colonias fueron comparadas
con la cepa control de Porphyoromonas gingivalis ATCC 49417 (Figura 10) la cual
emiti6 fluorescencia roja (Figura 11). Las colonias con caracteristicas de
Aggregatibacter Actinomycentecomitans fueron identificadas mediante reaccion
positiva a la catalasa.
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' Figura 10. Porphyromonas gingivalis ATCC 49417, Cepa control.

' Figura 11. 3 colonias pigmentadas de negro cultivadas selectivamente en 1
ml de metanol a la izquierda, junto a un tubo control con metanol y
finalmente |a cepa control para Parphyromonas gingivalis ATCC 49417,
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Almacenamiento para pruebas moleculares posteriores

Otra parte de las colonias cultivadas selectivamente fueron recolectadas con
asas de plastico estériles y colocadas en tubos Eppendorf estériles libres de DNasa
y RNasa, alicuotados con 200 ul. de PBS (Solucién salina tamponada), para ser
almacenados en gradas de plastico cerradas a -80°C, para inhibir actividad
enzimatica que pueda alterar a las muestras, hasta que se realizaron pruebas
moleculares posteriores: extraccion de DNA, PCR y otras.

Andlisis de Datos

Las mediciones clinicas y microbiolégicas para las especies, objetivo de este
estudio fueron calculadas para cada individuo. Una vez obtenidos los datos estos
fueron tabulados en una base de datos constituida en formato Excel (Microsof corp.)
y en el programa estadistico IBM SPSS Statistic version 8.0 y guardados en una
plataforma virtual Dropbox (www.dropbox.com, Dropbox, Inc.) en donde todos los
integrantes del estudio tenian acceso a leer y modificar informacion. Para la
determinacion de tamarfio muestral de 100 colonias para cultivos selectivos se utilizé
el calculo ofrecido por www.netquest.com (Netquest Softwares, Netquest corp.), el
calculo fue realizado con un nivel de error de 5%(0,05). Para analisis de datos
clinicos y microbiolégicos se utilizé prueba de T-Student, valores de p menores a
0,05 fueron considerados significantes.
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Resultados
l.- Pacientes

Solo 11 pacientes cumplieron con todos los criterios de inclusién y exclusion,
todos los pacientes examinados estuvieron en un rango etario entre los 18 y 35 afios
de edad con al menos 1 tercer molar presentes en semi inclusién y con un maximo
de 4 terceros en boca y con 2 en semi inclusién. De los cuales 10 presentaba signos
evidentes de inflamacién del saco pericoronario al momento del examen y 1 con
signos leves, de acuerdo a los criterios acordados previo al examen. Todos los
pacientes presentaban como maximo un valor de 1 en el cédigo CPITN,
correspondiendo a 6 codigos 1y a 4 codigos 0. Cuatro de los siete terceros molares
muestreados corresponden a dientes 3,8, dos corresponden a dientes 4,8 y uno a un
diente 1,8. Solamente 4 pacientes portaban en sus fichas a lo menos 1 radiografia al
momento del examen y los otros 3 no la presentaban, pero para fines del estudio
este examen no era de importancia imprescindible. Los datos clinicos individuales de
cada paciente se resumen en tabla Il y figura 12.

N° 3s 3s Mol. N° de
Paciente | Edad Mol. SE _CPITN Sign. Inf  Rx Muest
1 18 4 2 0 Si no 1
2 23 1 1 1 Si Rx 1
3 22 2 2 1 Si Rx 1
4 30 4 2 1 Si Rx 1
8 25 2 1 1 Si no 1
6 30 2 2 0 leve no 1
7 18 3 2 0 Si Rx 1
8 18 4 2 0 Si Rx 1
9 20 2 2 1 Si no 1
10 21 1 1 1 Si Rx 1
11 18 4 2 0 Si no 1
Media |22,0909091
Devest 4, 5487261

Tabla Il. Muestra los datos clinicos recopilados al examen por paciente.

27



Edad
35 —
30 - == —
25 —
20 /‘/ —-'\:7‘%
15 {— Edad
10 - — ——
g -
B el g
12345678 9101

Figura 12, muestra las edades de los pacientes.

Il.- Cultivo inespecifico

Posterior a 14 dias de cultivo inespecifico los UFC totales fueron contados
encontrandose UFC pigmentadas de negro en 10 de los 11 pacientes examinados,
estando ausente en aquel paciente que presentaba signos inflamatorios leves.
Luego de realizar el conteo de UFC se encontré un total de UFC pigmentados de
negro y un total final de UFC (tabla 3). Los datos fueron analizados de acuerdo a las
diluciones realizadas estableciéndose los siguientes valores totales sefalados en la
tabla lll. Cultivos por muestra en tabla IV.
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Paciente UFC ml RTF UFC N mlI RTF % P. Negro
1 13000000 4560000 35,307
2 26000000 14480000 55,69
3 60000000 8700000 14,5
4 55100000 18250000 33,12
o 55800000 22600000 40,501
6 35000000 0 0%
7 68900000 9700000 14,11
8 54000000 11000000 20,37
9 63000000 20400000 32.3
10 58700000 13000000 2215
11 45300000 9000000 19,87
Total 534800000 131690000
Devest 17171593,88 6742831,48 15,17
Media 48618181,82 11971818,18 28,1743
Tabla lll, Resultados de cultivos inespecificos.
Ashm
Paciente RTF 1 ml. Cult. Ashm Cult TSBV (dias) TSBV (dias)
1 1 2 2 14 5
2 1 2 2 14 .1
3 1 2 2 14 5
4 1 2 2 14 b
5 1 2 2 14 5
6 1 2 2 14 5
7 1 2 2 14 5
8 1 2 2 14 5
9 1 2 2 14 &
10 1 2 2 14 5
11 1 2 2 14 5
~ Total 11 22 22

Tabla IV. Cultivos realizados por muestra. Ashm: agar sangre hemina-menadiona; TSBV: agar
ltriptcma de soya, bacitracina y vancomicina




El recuento final de los 11 pacientes de UFC/ml fue de 534800000 con una
media de 17171593,88 (SD +- 48618181,82), de los cuales un total de 131690000
UFC/ml pigmentadas de negro representando en promedio un 26,1743% (SD +-
15,17) del recuento total. Los recuentos totales de UFC/ml RTF se encontraron en
un rango de 13000000-68900000 como valores minimos y maximos (SD +-
17171593,88) y los recuentos de UFC/ml RTF de Pigmentados de negro en un
rango de 0-22600000 (SD +- 6742831,48). Es de destacar que en la (nica muestra
que no se encontréo UFC pigmentadas de negro correspondié a la muestra nimero 6,
aquel paciente que presentaba signos clinicos de inflamacién leve. Informacion
graficada en Figura 13 y Figura 14.
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40000000 - m UFC ml RTF
B UFC N ml RTF
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20000000 -
10000000
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' Figura 13. En azul UFC ml RTF totales por pacientes y en rojo UFC ml
_.m.ia‘.mﬂ'ntaﬁﬂs de neero.

i Figura 14. UFC ml totales por pacientes.
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Anaélisis de datos de pacientes sin considerar paciente 6 (Signos inflamatorios leves)

Debido a que el paciente N°6 no cumplié con los criterios diagnosticos
completos y a que sus resultados se alejaron de la media de los demas pacientes
realizaremos un analisis de datos sin considerarlo. (Tabla V)

Paciente UFC ml RTF UFC N ml RTF_P. Negro %
1 13000000 4560000 35,307
2 26000000 14480000 55,69
3 60000000 8700000 14,5

4 55100000 18250000 33,12
5 55800000 22600000 40,501
6 68900000 9700000 14,11

7 54000000 11000000 20,37

8 63000000 20400000 32,3

9 58700000 13000000 22,15
10 45300000 9000000 19,87
Total 499800000 131690000

Media 49980000 13169000 28,7918

Devest 17463091,24 5744571,254 13,11723496

| Tabla V. Resultado de cultivo inespecifico de pacientes con pericoronaritis, sin
considerar al paciente N°6

Se encontré por lo tanto una media de 28,7918% (+- 13,12) de UFC/ml
pigmentadas de negro, correspondiendo a un total de 131690000 (4560000-
20400000), en un total de 499800000 (13000000-68900000). Datos graficado en
Figura 15 y Figura 16.
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! Figura 15. En azul UFC mi RTF totales y en rojo UFC ml RTF pigmentados de negro. Sin
considerar paciente con inf. leve

UFC N ml RTF

ml
m2
B3
m4
m5
me

=

=9
10

i Figura 16. UFC m| RTF pigmentados de negro por pacientes.

En Figura 16 se muestra el tamafio de UFC/m| RTF pigmentada de negro por
muestra en relacion al total de UFC/ml RTF, donde la muestra nimero 5 presenta el
mayor crecimiento de UFC pigmentadas de negro y la muestra 1 la menor cantidad
de UFC/ml RTF pigmentadas de negro.
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lll.- Cultivo selectivo.

Posterior al crecimiento inespecifico de las muestras de biofilm subgingival, se
seleccionaron colonias pigmentadas de negro para cultivarlas selectivamente con el
objetivo de tener un numero, estadisticamente significativo, de UFC para realizar
pruebas fenotipicas y genotipicas, en agar sangre hemina-menadiona dividido en 8
biscochos. Datos de cultivos selectivos en tabla VI. Datos en Figura 17.

N° col por Crec. Pos

Paciente | Cult Ashm Ashm Tot Col Cult Crec. Pos N Co Crec. Negat
1 2 8 16 7 0 9

2 2 8 16 8 0 8

3 0 0 16 8 0 8

4 2 8 16 7 1 8

5 2 8 16 16 0 0

6 0 0 0 0 0 0

F 2 8 16 12 2 2

8 2 8 16 7 1 8

9 2 8 16 16 0 0

10 2 8 16 7 1 8

11 2 8 16 12 3 1

Total 160 100 8 52
% Cre. 62,5 5 32,5
Media 9,090909091 0,727272727 4,727272727
Devest 4635828846 1,009049958 4,002272082

Tabla VI. Cultivos selectivos por pacientes.

Se cultivaron en total 160 colonias pigmentadas de negro 16 por cada
paciente a excepcion del paciente N° 6 al cual no se cultivaron colonias, reduciendo
el universo a 10 pacientes, de los cuales crecieron positivamente 108 (100 colonias
pigmentadas de negro y 8 sin pigmentacion consideradas como contaminacion
inhibitoria de crecimiento de colonias pigmentadas de negro) y 52 biscochos no
fueron positivo para el crecimiento. De las 100 colonias pigmentadas de negro por
pacientes crecieron en promedio 9,09 % (+- 4,6358) y de las 8 con crecimiento
positivo no pigmentadas de negro por pacientes crecieron en promedio 0,73 % (+-
1,009)
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Figura 17. Resultados de los cultivos selectivos de UFC pigmentadas de negro. ‘

IV.- Identificacion fenotipica

Una vez obtenido los cultivos selectivos positivos para pigmentados de negro,
se realizd la prueba de identificacién fenotipica de fluorescencia a la luz U.V.
(360nm.) en metanol (CH3), para aumentar la fluorescencia de las especies que la
emitan. Considerando fluorescencia positiva para Prevotella spp. y fluorescencia
negativa para Porphyromonas gingivalis (Figura 18). Los resultados se grafican en la

tabla VII.

Figura 18. Se observa de derecha a izquierda 3 tubos con colonias pigmentadas de negro de
muestras clinicas sumergidas en 1 ml de CH3, 1 tubo de CH3 puro, 1 tubo de cepa control

Porphyromenas gingivalis ATCC, tedo bajo luz U.V. (360 nm)
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Crec. Pos
Paciente | Crec. Pos N Co Crec. Negat F. Pos F. Neg
1 7 0 9 3 4
2 8 0 8 4 4
3 8 0 8 4 4
4 ¥ 1 8 4 3
5 16 0 0 13 3
6 0 0 0 0 0
T 12 2 2 4 8
8 7 1 8 3 4
9 16 0 0 13 3
10 7 1 8 3 4
1" 12 3 1 4 8
Total 100 8 52 55 45
% PN 62,5 160 100
% CN 5
% NP 32,5
Media 9,090909091 0,727272727 4,727272727 5 4,09090909
Devest 4,635828846 1,009049958 4,002272082 4,12310563 2,2563043

Tabla VIl. Resultados de prueba de fluorescencia de colonias pigmentadas de negro.

Los resultados de la tabla 7 muestran que de las 100 colonias pigmentadas
de negro 55 presentaron fluorescencia positiva color rojo ladrillo, compatible con
Prevotella spp., (media de 5 +- 4,12) por el contrario s6lo 45 (media de 4,09 +-
2,256) presentaron fluorescencia negativa compatible con la especie bacteriana,
Porphyromonas gingivalis. Equivalentes a un 55% y un 45% respectivamente.
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VL.- Identificacién final de especies pigmentadas de negro en sacos
pericoronarios inflamados (Tabla VIll en Anexo IV).

Se encontré en promedio 14,49% (+- 7,212) de Prevotella spp. en los sacos
muestreados con un rango de 30,63-7,73; en cambio, la especie bacteriana
Porphyromonas gingivalis se encontré en promedio 11,8568 % (+- 5,899) con un
rango de 25,06-6,34. Datos graficados en Figura 19, 20y 21.

|3 4 — —

' Figura 19. Porcentaje de Parphyromonas gingivalis en rojo en ml de RTF por
' pacientes y especies de Prevotella en azul en ml RTF por pacientes
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' Figura 20, UFC ml RTF total por pacientes en azul, UFC ml RTF de Porphy‘rbrﬁ.aﬁ&ﬂsﬂgfﬁﬁ‘f lis
- en verde por pacientes, UFC ml RTF de especies de Prevotella en rojo.
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especies de Prevotella en azul.

VIl.- Analisis comparativo de poblaciones bacterianas en habitat similares en
condiciones epidemioldgicas igualadas.

Para realizar una analisis comparativo de proporciones bacterianas se tomé
como referencia el estudio realizado por Silva et al., (2005) en el cual se report6 las
prevalencias y proporciones bacterianas para, periodontitis crénica (CP),
periodontitis agresiva localizada (AgLP) y periodontitis agresiva generalizada
(AgGP). Este estudio fue seleccionado por: (i) ser uno de los pocos estudios
microbiolégicos de la flora bacteriana periodontal existentes en Chile, (ii) presentar
una metodologia de estudio similar a |a utilizada en este estudio, (iii) imposibilidad de
utilizar estudios realizados en otras areas geograficas debido a que las proporciones
bacterianas varian segin zona geografica y (iv) no existir actualmente ningun
estudio en Chile de la microbiologia periodontal en sacos pericoronarios. En tabla IX
se muestran los resultados encontrados por Silva et al., (2005) para Porphyromonas
gingivalis y Prevotella spp. En este estudio se comparé entre las cuantificaciones
encontradas en las distintas patologias, a pesar de encontrar diferencias
estadisticamente significativas en las edades de los pacientes y tener tamarios
muestrales diferentes por lo que abre la posibilidad de comparar con los resultados
encontrados en este estudio.
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Peridontitis Croénica | Periodontitis Periodontitis
(CP) Agresiva localizada | Agresiva
(n: 17) (AgLP) (n: 30) generalizada
__ _| (AgGP) (n:6)
% del recuento total de | % del recuento total | % del recuento total
UFC de UFC de UFC
Bacteria N (%) media(SD+-) | N (%) media (SD|N (%) media (SD
+-) +-)
P. gingivalis | 13 (76,47) 13,65 (+-|26 (86,67) 12,19 (+- | 6 (100) 17,2 (+- 10)
13,39) 15,47)
Prevotella |6 (35,29) 962 (+ |12 (40,00) 2,12 (+-|1 (16,66) 0,86 (+-
spp. 18,26) 3,79) 1,86)

Tabla IX. Datos de prevalencia de deteccién y proporciones de Prevotella spp. y Porphyromonas
gingivalis, datos extraidos de Silva et al., (2005). PC, periodontitis crénica, AgLP, periodontitis
agresiva localizada y AgGP, periodontitis agresiva generalizada.

Analisis estadistico resultados de Tabla VIl

Se realizd un anadlisis estadistico de las proporciones bacterianas para las
especies en los 10 sacos pericoronarios con inflamacién, excluyendo la muestra del
paciente N°6, como medida de evitar distorsiones en el analisis estadistico.

Al comparar las proporciones de Porphyromonas gingivalis y Prevotella spp., se
encontré6 una diferencia no significativa entre la proporcién de Porphyromonas
gingivalis y Prevotella spp en sacos pericoronarios inflamados y la encontrada en
periodontitis crénica (T- Student p de 0,69 para Porphyromonas gingivalis y p de
0,4301). No se encontr6 una diferencia estadisticamente significativo entre las
proporciones de Porphyromonas gingivalis encontradas en AgLP y sacos
pericoronarios inflamados (T Student p de 0,944), pero si se encontré una diferencia
estadisticamente significativa entre las proporciones bacterianas encontradas en
AgLP y sacos pericoronarios inflamados para Prevotella spp.(T Student p de
0,0001), al comparar los resultados de sacos periocoronarios inflamados con los
encontrados en AgGP se encontré una diferencia estadisticamente significativa para
las proporciones de Porphyromonas gingivalis y Prevotella spp. (T-Student p de
0,0008 para Prevotella ssp y p de 0,0001 para Porphyromonas gingivalis).
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Discusion.
l.- Estudio

Correspondié a un estudio descriptivo de corte transversal, en el cual se
detecté y cuantifico la presencia de especies pigmentadas de negro mediante
técnicas de cultivo y pruebas de identificacion fenotipicas para Aggregatibacter
Actinomycentecomitans, Porphyromonas gingivalis y Prevotella spp.

I.- Métodos de estudio de especies bacterianas periodontopatogénicas
utilizadas

Actualmente existen pocos estudios en Chile, que investiguen la microbiologia
presente en la cavidad oral tanto en condiciones de salud como en condiciones de
enfermedad. Esto debido a lo dificultoso y costoso de las técnicas de estudio. En
este contexto, es que se hace aun mas dificil el estudio de especies bacterianas
periodontopatogénicas. En la actualidad el “gold standard” de cualquier investigacion
cientifica en microbiologia, sigue siendo la utilizacion de cultivos bacterianos, ya sea
como método principal o como complementario-comparativo a otras técnicas
diferentes.

Cultivar especies bacterianas periodontopatogénicas, es de particular
dificultad, debido a ser especies de crecimiento fastidioso con altos requerimientos
nutricionales, ambientales y ser por lo general especies de anaerabiosis estricta. Asi
su estudio se complica por el costo asociado en comparacién con otras especies
bacterianas y por el estricto rigor metodolégico que se debe seguir para obtener
resultados fidedignos. A pesar de todo, dentro de sus ventajas, este método sigue
siendo de bajo costo y de facil implementacion, comparado con otras técnicas de
estudio microbiol6gico, por ejemplo: sondas de DNA o PCR, permite una rapida
deteccion y cuantificacion de las especies estudiadas, posibilita la detecciéon de
nuevas especies bacterianas y ademas permite probar susceptibilidad bacteriana a
diferentes antimicrobianos. A pesar de esto, presenta desventajas importantes: poca
sensibilidad ante cargas bacterianas de pequefio tamario, dificultad para la
identificacién exacta de las especies bacterianas en estudio, cuantificacion
bacteriana de baja calidad, rigurosidad de la técnica, facilidad de contaminacion y en
algunos casos largos periodos de incubacion (Sanz et al., 2004).

En este estudio hemos decidido utilizar la técnica de cultivo microbiolégico,
complementado con técnicas rapidas de confirmacién diagnostica para especies
periodontopatégenicas, ya que nos permiti6 un primer acercamiento a la
microbiologia existente en los sacos pericoronarios, posibilitando encontrar especies
nuevas, realizar un conteo total de UFC por muestra e identificar cuantitativa y
cualitativamente las especies bacterianas en estudio, ademas de ser una
metodologia econdmicamente mas asequible.

Un aspecto metodolégico importante de sefalar es la técnica de recoleccion
de biofilm subgingival. Todos los estudios revisados utilizaron conos de papel para la
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toma de muestra, método que implica un error al momento de estudiar estos sacos,
ya que esta técnica fue ideada para el estudio de los sacos periodontales, sacos de
acceso angosto y de fondo en filo de cuchillo, en cambio los sacos pericoronarios
son sacos de entrada amplia, que abarcan muchas veces %2 o % de la corona, por lo
que esta metodologia no es aplicable para estos sacos ya que no abarca
completamente todo el biofilm presente, sesgando la muestra en composicion. En
este estudio la metodologia empleada fue la de recoleccién de biofilm mediante
curetas (Hu-Friedy), de esta manera se logré obtener muestras que abarcaran todas
la zonas del saco pericoronario, sin sesgar las muestras.

Cabe destacar que la implementacion de la técnica de cultivo utilizada en esta
tesis, se debid realizar en el laboratorio de microbiologia bucal de la facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile, debido a que actualmente no se encuentran
las condiciones adecuadas en nuestra Universidad para realizarlo.

lll.- Edad de los pacientes

Medida Periodont, C. Perio. AgL. (n:30) Periodont AgG.
(n:17) - (n:6)
Edad | 47,29 +- 7,48 24,39 +- 3,77 29,5 +-6,12

Tabla X. Datos extraidos de:” Prevalence of Periodontopathic Bacteria
in Aggressive Periodontitis Patients in a Chilean Population” (Silva y cols., 2005)

Al comparar la edad de los pacientes muestreados en este estudio con los
utilizados por Silva et al., (2005) (Tabla 10), se encontré una diferencia significativa
(p>0,05) con las edades de los pacientes con CP y con AgGP, pero no se encontré
una diferencia significativa entre las edades de los pacientes con AgLP. Si bien
estos resultados podrian ser utiles en la comparacién de el tiempo de colonizacion
bacteriana es los sitios muestreados, estos resultados no son del todo posibles
debido a que las edades eruptivas son diferentes para los distintos dientes alterando
los periodos de colonizacién bacteriana. De todas formas estandariza en cierta
medida los resultados ante otras variables no alteradas por las edades de erupcion.

En cierta medida estos resultados pueden explicar que si bien las
proporciones bacterianas encontradas en los sacos pericoronarios no varian
significativamente con los de la CP, pero si respecto a la AgLP y AgGP, estas
diferencias ayudarian a explicar las diferencias en la expresion de la enfermedad
encontrada en los sacos pericoronarios y los sacos periodontales de AgLP y AgGP.
En la CP, probablemente por el tiempo en que la enfermedad ha estado presente, en
comparacion con la pericoronaritis y en la AgLP y AgGP por la presencia
significativamente mayor de PG, aln asi, es necesario estudios exhaustivos sobre
los mediadores proinflamatorios presentes en la pericoronaritis para poder
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establecer una teoria completa de la expresién fenotipica de la patologia dada por
las caracteristicas propias de las especies predominantes y la expresion de sus
factores de virulencia y por la respuesta inmune inflamatoria especifica del
hospedero a la noxa bacteriana presente. Estos resultados solo sirven como una
primera aproximacion.

IV.- Consideraciones anatémicas, fisioldgicas y bioquimicas de los sacos
pericoronarios.

Anatdmicamente un saco pericoronario corresponde a una cavidad virtual,
comprendida entre tejido duro, esmalte de la corona de un diente y una cubierta de
tejido blando compuesto de periodonto de proteccion (capuchén pericoronario), esta
anatomia solo es posible de encontrar nuevamente en el cuerpo humano en los
sacos periodontales. Ambos presentan una profundizacion del espacio presente
pero los sacos periodontales se producen por una alteracion al metabolismo &seo,
en donde, predomina la actividad osteoclastica (RANKL) y destructiva (MMP-8 y 13)
(Hernandez et cols., 2011) de los tejidos periodontales blandos, inducida por una
noxa bacteriana (factores de virulencia), de especies encontradas en el biofilm
subgingival, en cambio, en los sacos pericoronarios la profundidad del saco, se
encuentra dada por una mala posicién eruptiva que genera un capuchén de tejido
blando formando un saco con fondo ciego, actualmente no existen estudios
exhaustivos que investiguen la fisiologia y fisiopatologia de los tejidos pericoronarios
por lo que no se puede determinar cuales factores proinflamatorios se encuentran
presentes, en qué cantidad y por lo tanto que actividad metabdlica se encuentra
predominante en estos sacos y que diferencia existe entre la manifestacion clinica
de las patologias asociadas a estos sacos y los sacos periodontales, asociada a la
expresion fenotipica de mediadores proinflamatorios.

V.- Especies periodontopatogénicas

A pesar de la existencia de pocos estudios sobre la biologia de los sacos
pericoronarios, existen actualmente una pequefia cantidad de estudios
microbiolégicos de estos sacos, en los cuales han indentificado a con alta frecuencia
especies de prevotella (Sixou et al.,, 2003 y Rajasuo et al., 2007) considerandola
como uno de los patégenos principales, estos resultados se condicen con los
encontrado en este estudio, diferenciando significativamente (p valores <0,05) la
proporcién de prevofella spp. en sacos periocoronario de pacientes chilenos
comparado con las proporciones bacterianas de esta especie en AgPL y AgGp,
ademas se ha encontrado con alta frecuencia especies de Capnocytophaga,
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considerandolas como otros patdgenos putatives. En cuanto a la presencia de
Porphyromonas gingivalis, los resultados son contradictorios, desde practicamente
no ser detectada 2,9 % de las muestras (Sixou et al., 2003) a ser detectada en todas
las muestras (Loug et al., 1993), a pesar de esta amplia variedad de resultados, en
pacientes chilenos hemos encontrado proporciones bacterianas de Porphyromonas
gingivalis(PG) similares a las encontradas en pacientes con CP en la misma
poblacién, pero con diferencias significativas (p valor < 0,05) en comparacion con
AgLP y AgCP (Silva et al.,, 2005), en donde, la presencia de esta bacteria es
significativamente mayor. Estos resultados pueden explicar la diferencia en la
expresion de las diferentes patologias, encontrada al comparar ambas. Un estudio
realizado por Mombelli, (2000) encontré una asociacion significativa entre la
presencia de PG en altas proporciones y sitios con profundidades mayores de
sondaje, por otra parte Socransky y Hafagee (2005), encontré una mayor cantidad
de PG en sitios con sondaje periodontal mayor a 5 mm. Es posible inferir, por lo
tanto, que una causa posible de la diferencia de la expresién de la enfermedad
encontrada en estas patologias sea por la diferencia en la cantidad de PG presente.
En el mismo estudio Mombelli (2000) basandose en un modelo de regresion de
multivariables, sefialdé una asociacion significativa entre sangrado al sondaje (indice
hemorragico) y la presencia de prevotella intermedia/nigrescens, es decir, su
presencia esta asociada a inflamacién, asi los resultados encontrados por este
estudio y otros sobre la presencia de esta especie afirman que su presencia puede
ser la causante de la inflamacion en los sacos pericoronarios.

Ahora bien, si la mayoria de los estudios (Sixou et al., 2003; Rajasuo et al.,
2007 y Rajasuo et al.,, 2004), incluyendo éste, confirman una diferencia en la
composicion del biofilm presente (alin cuando algunos presenten errores
metodologicos en la técnica de muestra), en términos cuantitativos, es importante
entender el por qué. Para esto debemos enfocar el estudio en la composicion
temporal del biofilm subgingival (Figura 22), este se origina por una colonizacion
primaria de especies de cocos gram positivos, los denominados colonizadores
primarios o pioneros, estas especies se adhieren en pocos segundos a la superficie
dura (fase I), luego viene la fase de crecimiento exponencial, en donde estas
bacterias se reproducen aprovechando las condiciones favorables del medio, con
abundancia de nutrientes y espacio suficiente, al crecer en cantidad establecen
relaciones entre ellas, y comienzan a reclutar otras especies, esta fase (fase Il)
corresponde a la fase de mayor crecimiento, hasta que el biofilm llega a la fase I,
en donde el biofilm se expresa completamente, existen los mejores mecanismos de
intercambio y flujo de nutrientes, expresion de nuevos factores de virulencia y
mejoramiento del intercambio genético interespecies, finalmente entra a la fase IV
de muerte celular, erosion y pérdida de adherencia. Como se observa en la Figura
22.
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Figura 22. Muestra la formacion del biofilm sugingival. Analisis temporal. Foto extraida y
adaptada de Thomas & Nakaishi, (2006)

A nivel de biofilm subgingival las especies de Prevofella y Porphyromonas
gingivalls, son considerados colonizadores secundarios, es decir, solo los
encontramos en un biofilm maduro bien establecido (Thomas & Nakaishi, 2006). Los
resultados encontrados en nuestro estudio sefialan que puede existir biofilms bien
establecidos bajo los capuchones pericoronarios, pero que su composicion varia
cuantitativamente en comparacion al estudio previo de Silva et al., 2005.
Topograficamente se ha establecido que las Prevotella spp. colonizan primariamente
el biofilm subgingival, a pesar de que actualmente esta estricta divisién ha sido
rebatida por una concepcién mas genérica de colonizadores secundarios y
primarios. Como esta bien establecido es raro encontrar en grandes cantidades
colonizadores secundarios perteneciente al complejo rojo en sacos de una
profundidad menor de 5§ mm. Para que se produzca un saco periodontal con estas
caracteristicas muchas veces son necesarios afios de pérdida de insercion clinica,
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tiempo que permite una colonizacién progresiva de especies segun las condiciones
ambientales presentes en ese momento en estos sacos que favorezcan su
crecimiento.

Esta progresion de eventos no sucede en los sacos pericoronarios, la
profundidad del saco, se establece por motivos mecanicos y no como una respuesta
inmuno inflamatoria autodestructiva, por lo en un primer momento tenemos sacos
profundos en zonas dificiles de higienizar y que no han sido sometidos a noxa
bacteriana alguna. Una de las posibles explicaciones de las caracteristicas agudas
de las patologias, es que rapidamente se pueden establecer biofilms, con
caracteristicas patologicas (especies Gram negativas anaerobias estrictas) en pocos
dias, pero asi como rapidamente se establecen, las especies predominantes tienden
a ser las qgue primero colonizan el biofilm, es por esto que encontramos una
predominancia significativamente mayor de prevotella spp., en vez, de especies del
complejo rojo. A su vez esta misma caracteristica aguda es la que hace que los
pacientes busquen ayuda de manera mas pronta que los pacientes con enfermedad
periodontal, posibilitando una intervencion mas temprana por parte del clinico,
disminuyendo la carga bacteriana y desorganizando el biofilm no dejando el
crecimiento y establecimiento de especies colonizadoras secundarias, de manera
mas temprana que en la enfermedad periodontal, esta puede ser una de las posibles
explicaciones de la cantidad significativamente menor de PG, enconirada en los
sacos pericoronarios comparados con sacos con AgLP y AgGP.

VI.- Consideraciones del crecimiento en biofilm de las diferentes especies
bacterianas

A pesar de que las caracteristicas propias de cada especie bacteriana,
codificadas en su genoma y que se evidencia mediante la expresién fenotipica, es el
vivir y convivir en biofilms el que hace que estas especies varien su comportamiento
y caracteristicas demostradas en un crecimiento plancténico, ya que se favorece el
intercambio genético y se produce utilizacion de metabolitos y desechos de otras
especies bacterianas. Un ejemplo de esto, es la mejor resistencia antibacteriana que
presentan las especies en biofilm, la que dificulta evaluar mediante técnicas in vitro
la resistencia bacteriana a compuestos antimicrobianos. En este sentido, podemos
decir que el tomar conciencia de que las bacterias presentes bajo los sacos
pericoronarios viven y conviven en biofilm, permite un mejor enfoque terapéutico,
basado no solamente en la evidencia y experiencia clinica. De este modo adquiere
relevancia la desorganizacion del biofilm como estructura, en conjunto a los agentes
antibioticos especificos que pudieran ser dirigidos a las bacterias mas prevalentes
en este nicho ecologico
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VIl.- Aplicacién clinica

Al igual que cualquier patologia oral producida por biofiims, el objetivo
principal del enfoque terapéutico es a la desorganizacion del biofim y a la
disminucion de la carga bacteriana con niveles compatibles con la salud del
hospedero, debido a que la eliminacién completa de las bacterias es imposible
(Thomas & Nakaishi, 2006). Actualmente no existen estudios sobre la microbiologia
de los sacos pericoronarios en Chile, debido a esto es que el enfoque terapéutico
estaba basado en un enfoque empirico 0 en base a estudios realizados en otros
paises como Finlandia (Rajasuo et al., 1994 y 2007), actualmente es sabido que la
microbiologia periodontal varia de acuerdo a las distintas regiones geograficas, esto
hace que estos estudios presenten un sesgo importante al momento de realizar su
aplicacién en paises lejanos como Chile. La recomendacién actual es dada por el
Minsal (mejor evidencia disponible para Chile) es la de aplicar, en caso de
patologias locales de los sacos pericoronarios, medidas de remocién mecéanica del
biofilm y guardar una terapia en base de antibiéticos (amoxicilina) solo en caso de
compromiso del estado general. Si bien estas medidas son correctas en cierta
medida, debemos considerar, que los resultados obtenidos en esta investigacion
sefialan una alta cantidad de anaerobios estrictos bajo los sacos pericoronarios, por
lo tanto, cualquier enfoque antimicrobiano, debera considerar la utilizacion de
antimicrobianos efectivos contra anaerobios estrictos, es decir, indicaciones de
antibiéticos similares a los utilizados en casos de enfermedad periodontal. A pesar
de eso en caso de compromiso local, la mejor medida considerando las bases
microbiolégicas de las patologias generadas en estos habitats, es la de remocion
mecanica y cambio del ecosistema presente. Clinicamente la utilizacion de
irrigaciones con suero salino, obtendrian buenos resultados debido a que cumplirian
los dos objetivos principales: (i) remocion y desorganizacion del biofilm, (ii) cambio
de las condiciones ambientales rompiendo la anaerobiosis preexistente, variando los
potenciales de oxido reduccion presentes. Es esta la causa de que la pericoronaritis
responda tan bien a las medidas en base a irrigaciones. De todas formas son
necesarias nuevas investigaciones en seres humanos en que se estudie la
efectividad de estas medidas, asi, un objetivo importante de esta investigacion es la
de servir de soporte a futuros estudios clinico que busque la mejores alternativas
posibles para el manejo de patologias asociadas a los sacos pericoronarios.

VIIl.- Prevotella spp.

El hecho de haber encontrado especies de Prevofella bajo sacos
pericoronarios, en cantidades importantes, hace pensar en las fuertes posibilidades
que se generen casos de resistencia bacteriana, ante un enfoque terapéutico
basado en la utilizacion solamente de amoxicilina. Se ha demostrado que tanto
Prevotella Intermedia como Prevotella Nigrescens, presenta resistencia bacteriana a
la amoxicilina en un 50% aproximadamente de las cepas clinicas aisladas (Luong et
al., 2001), de todas formas, estos estudios no son aplicables al habitat
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microbiolégico en cuestion y son necesarios nuevos estudios que aislen cepas
clinicas y prueben su resistencia microbiana. Es importante, por lo tanto, recalcar
que un enfoque terapéutico basado solo en la utilizacion de dosis sistémicas de
amoxicilina, no es del todo ideal, y posiblemente genere seleccion bacteriana y haga
que futuras terapias realizadas de esta forma sean inefectivas, desperdiciando

recursos en salud.
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Conclusiones

Mediante este estudio y de acuerdo al método de estudio utilizado hemos
podido comprobar la existencia de especies anaerdbicas presentes en los sacos
pericoronarios, dentro de las cuales destacan especies formadoras de colonias con
pigmentacion negra, entre los que identificamos a Porphyromonas gingivalis y
especies de Prevotella, en las proporciones descritas en los resultados. Estas
bacterias, conocidas por su importante rol en el desarrollo de la periodontitis, no ha
sido bien establecido su participacion en otras infecciones de la cavidad oral,
especialmente para Porphyromonas gingivalis. Asi podemos decir que en pacientes
sanos periodontales pero con pericoronaritis se puede encontrar a esta especie
bacteriana, confirmando su presencia en otros sectores que no sea solamente sacos
periodontales profundo. Este hallazgo es muy importante, ya que los sacos
pericoronarios pueden servir de nichos de colonizacion temprana de esta especie
bacteriana o pueden ser sitios de invasion sistémica debido a su conocida capacidad
de invadir las células epiteliales y producir bacteremia, llegando a alojarse en tejidos
distantes como células endoteliales y producir noxas o acelerar el desarrollo de
placas ateroescleréticas (Nakagawa y cols., 2006).

Por ofro lado ofros estudios han demostrado la importancia del rol patogenico
de las especies de Prevofella en el desarrollo de pericoronaritis (Sixou y cols. 2003;
Rajasuo y cols. 2007), pero hasta ahora no han se han desarrollado estudios en
Chile, que evallien a estas especies periodontopatégenas en sacos pericoronarios,
representando esta tesis la primera, en hacer esta investigacion en Chile.

Ademas este estudio nos permitié desarrollar un método de identificacion y
cuantificacion de especies periodontopatogénicas tan importantes como la
Porphyromonas gingivalis y especies de Prevolella, posibilitando de ser aplicado en
cualquier otro estudio que quiera evaluar la presencia de estas bacterias en
determinadas zonas anatdmicas de la cavidad oral.

Finalmente hemos decidido comparar estadisticamente las proporciones
encontradas de estas bacterias con otras patologias, que presentan un habitat
ecologico similar dentro de los estudios realizados en Chile (Silva y cols., 2004)
debido a que es sabido que existen variaciones de las proporciones de los
periodontopatégenos encontrados en las diferentes zonas geograficas del mundo
(Socransky y cols., 2005).
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Limitaciones

Las principales limitaciones de este estudio son:

Tamafo muestral pequefio, debido al corto tiempo obtenido para la fase
experimental, comprendido entre mayo de 2012 y julio de 2012, y los
largos periodos de incubacion necesarios para el cultivo de especies
periodontopatogénicas.

Utilizacion de cultivos microbiolégicos como técnicas de identificacion de
las especies bacterianas en estudios, siendo una técnica poco sensible y
especifica, mas dificultosa y facilmente contaminable, pero muy util al
necesitar realizar una primera aproximacion microbiologica.

Propuesta

Necesidad de futuros estudios multicéntricos para determinar si las
especies encontradas en este estudio son similares a las de otras
regiones geograficas del pais.

Necesidad de estudios futuros que realicen aislamientos de especies
bacterianas y evallien su susceptibilidad a diferentes antimicrobianos.
Necesidad de estudios futuros que realicen aproximaciones terapéuticas a
las patologias presentes en este habitat ecologico y que comprueben los
resultados obtenidos en este estudio.

Necesidad de futuros estudios en que se utilicen técnicas moleculares de
identificaciéon de especies bacterianas de manera mas exacta que con las
actuales utilizadas.
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Resumen

La Pericoronaritis es una inflamacion e infeccién alrededor de la corona de
un diente semierupcionado. El principal objetivo de este estudio es realizar una
aproximacion al estudio de la microbiologia bacteriana de estos sacos.

Corresponde a un estudio descriptivo de corte transversal, en el cual se
examino a 40 pacientes con sacos pericoronarios inflamados e infectados de los
cuales, 11 pacientes del Servicio de Cirugia y Traumatologia Maxilo Facial del
Hospital Carlos van Buren de Valparaiso, en el periodo comprendido entre Mayo a
Julio de 2012, cumplieron los criterios de inclusion y exclusién. Las muestras de
biofilm fueron tomadas del saco pericoronario mas inflamado y trasportadas en un
RTF (medio de transporte de reducido) al laboratorio de microbiologia bucal de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, en donde se cultivaron en
agar sangre hemina-menadiona.

Los pacientes estuvieron en un rango etario entre los 18 y 35 afios, con al
menos 1 tercer molar presentes en semi inclusion y con un maximo de 4 terceros
en boca y con 2 en semi inclusion. Todos los pacientes presentaban como maximo
un valor de 1 en el cédigo CPITN. Los UFC fueron contados encontrandose UFC
pigmentadas de negro, de estas: un 55% correspondié a especies de Prevotella y
un 45% correspodid a Porphyromonas gingivalis.

Mediante este estudio se comprobd la existencia de especies anaerébicas
presentes en los sacos pericoronarios, dentro de las cuales destacan
Porphyromonas gingivalis y especies de Prevotella. Los sacos pericoronarios
pueden servir de nichos de colonizacion temprana de estas especies bacteriana.
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Consentimiento Informado
Estimado(a) Sr{a):

Estamos realizando un estudio, proyecto de tesis, de la Universidad de Valparaiso, Facultad de
Odantologia en conjunto con elservicio de cirugia y traumatologia maxilafacial del Hospital Carlos van Buren
de Valparaiso, denominado: "Deteccidn y cuantificacion de Porphyromonas gingivalis y especies de
Prevotella en sacos pericoronarios inflamados en pacientes del Servicio de cirugia y traumatologia
maxilofacial del Hospital Carlos van Buren de Valparaiso”. Para ello estamos examinando y tomando
muestras microbioldgicas a personas que presenten sacos pericoronarios en sus terceros molares, atendidos
en el Hospital Carlos van Buren de Valparaiso, en el periodo comprendido entre abril y julio del afio 2012. Nos
gustaria invitarlo a participar en esta investigacién, mediante una toma de muestra microbioldgica de sacos
pericoronarios y un exdmen microbioldgico a esa muestra, gratuitos para Ud.

El examen consistird en una muestra tomada con una cureta Gracey introducida en el saco
pericoronario (encia que envuelve la corona). Su participacion es muy importante para nosotros, si participa
sus datos e informacidn serd manejada con absoluta confidencialidad y no serdn divulgodos, ademds
posterior a las pruebas de laboratorio las muestras serdn completamente eliminadas.

Yo... - weess RUE N, acepto participar en el estudio y
permito realizar muestras microbiolégicas en sacos pericoronarios, para la realizacion del proyecto de
tesis: “Deteccion y cuantificacion de Porphyromonas gingivalis y especies de Prevotella en sacos
pericoronarios inflamados en pacientes del Servicio de cirugia y traumatologia maxilofacial del Hospital
Carlos van Buren de Valparaiso”.

SEsssssssEsEsEssEsasssssssssRssRRaREREE . ssEssEans

Firma del paciente aceptando los términos.

Valparaiso, ............d€ .............de 2012,
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