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Introducción 

Gran parte del trabajo de los Odontólogos se realiza sobre pacientes que han 
sido afectados por alguna patología oral de origen bacteriano. Así, las patologías 
más frecuentes tratadas con medidas tanto preventivas como paliativas se deben a 
una etiología bacteriana. 

Día a día 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 excepción, hasta hoy se han 
aislado cientos de diferentes especies, con muy diversas características. La boca, 
entonces, constituye un lugar de colonizáción 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 otros 
microorganismo presentes. Este equilibrio constante en que viven tanto el hospedero 
como Jos microorganismos es la clave para que cualquier trastorno incline la balanza 
y cambie las condiciones de salud/ enfermedad. 

La concepción respecto a las enfermedades de origen infeccioso en la boca 
ha variado desde la búsqueda de patógenos específicos a considerar la infección 
como una entidad polimicrobiana. Este concepto es clave ya que la existencia de 
viabilidad bacteriana en comunidad constituye la base del comportamiento de las 
bacterias, así, bajo determinadas condiciones, algunas especies más patogénicas 
pueden aumentar proporcionalmente y producir enfermedad. 

En este estudio buscamos mediante diversas pruebas microbiológicas y 
bioquímicas detectar y cuantificar las especies predominantes en un hábitat 
microbiológico poco estudiado, como son los sacos pericoronarios, basándonos en 
los conocimientos existentes en hábitats similares como son los sacos períodontales, 
modelo ecológico in vivo que más se asimila a éste, aunque con bastantes 
diferencias tanto anatómicas como fisiológicas. 

El principal objetivo de este estudio es realizar una primera aproximación en 
Chile al estudio de la microbiología bacteriana de una aproximación cualitativa y 
cuantitativa, utilizando al cultivo microbiológico como base y las posteriores pruebas 
de identificación fenotípica y genotípicas para lograr de la mejor manera posible 
obtener información relevante respecto a las diferentes especies bacterianas que 
habitan estos hábitat con un enfoque particular en determinados 
periodontopatógenos: Prevotella spp. ya que ha sido reportada como el 
periodontopatógeno más frecuentemente encontrada en sacos pericoronarios (Sixou 
et al., 2003; Rajasuo et al., 2007), Porphyromonas gíngívalis por ser la especie 
bacteriana periodontopatogénica más frecuentemente encontrada tanto en 
periodontitis crónica, 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., 2006). 
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MARCO TEÓRICO 

En este marco teórico se trataran 3 grandes unidades: (i) sacos pericoronarios 
y sus caracterlsticas ecológicas ambientales que condicionan el desarrollo de 
pericoronaritis, (ii) una breve descripción de biofilm bacteriano, sus características, 
componentes y condicionantes de formación, que permiten o dificultan la génesis de 
particulares biofilms dentro de hábitats específicos en la cavidad oral, finalmente, (iii) 
descripción de los periodontopatógenos estudiados en esta investigación, sus 
características principales, consideraciones fenotípicas y genotípicas, epidemiología, 
y su relación con enfermedad periodontal e infección de los sacos pericoronarios. 

1.~ Sacos pericoronarios 

Los sacos pericoronarios anatómicamente 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 además termina en filo de cuchillo. La profundidad del saco 
pericoronario no va a depender de la progresión de la pérdida de inserción del tejido 
periodontal que lo soporta, si no que, entre otras condicionantes, de la 
características eruptivas del diente, constituyendo un hábitat que alberga patologlas 
de diferentes características que las encontradas en los sacos periodontales, 
básicamente afectados por complicaciones inflamatorias/infecciosas como la 
Periodontitis. 

Pericoronaritis 

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

Estudios que han investigado sobre la ecología microbiana de los sacos 
pericoronarios han encontrado un patrón complejo de diferentes especies de 
convivencia simultánea, compatible con un biofilm microbiano (Sixou et al., 2003), 
encontrando especies de cocos y bacilos, aerobios y anaerobios, con predomiono de 
los últimos (Sixou et al., 2003). Las bacterias más comúnmente encontradas son los 
estreptococos alfa-hemoHticos y bacilos y cocos del genero de las Prevotella, 
Veionella, Bacteroides y Capnocytophaga (Sixou et al. , Jun. 2003; Sixou et al., Dic. 
2003). 
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11.- BIOFILM 

11.1.- Definición 

Definición 

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

A nivel de la boca, una de las grandes diferencias de los nichos ecológicos 
presentes en la cavidad oral, está dada por su particular anatomía donde conviven 
en una misma estructura tejidos blandos, duros y secreciones que los recubren. Es 
esta constitución la que en parte determina la colonización bacteriana. Así, 
colonizando los tejidos orales, los microorganismos van a generar complejos biofilm 
que, a su vez, van a tener una dinámica en el tiempo. Para poder generarse este 
patrón 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 
colonización 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 proliferación, asr, una colonización favorable dentro de un biofilm va 
a depender de: la presencia de un lugar colonizable en el momento preciso, 
posesión 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 así que se constituye un biofilm en base a 
las especies bacterianas más aptas y compatibles para generar su nicho ecológico 
en un medio dado. Esto, en el fondo, constituye una prueba más de la teoría 
Darwiniana de la selección natural de las especies. Una vez instaurado este 
ecosistema, su relación con el hospedero va a llegar a una etapa denominada 
clfmax en el que se establece un balance entre los colonizadores y el hospedero 
conviviendo ambos en armonra (Socransky & Haffajee, 2005). 

11.2.- Formación de Biofilm 

Las etapas de consititución 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 ecológica 
como un biofilm, estas son (Figura 1 ): (i) adhesión inicial producida por los 
denominados pioneros que se adhieran a la superficie de colonización y que realizan 
la superficie más atractiva a la colonización de otras especies bacterianas, (ii) 
adhesión irreversible por las especies pioneras, (iii) maduración primaria, (iv) 
maduración secundaria y (v) dispersión (Monroe, 2007). 
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Figur-a 1. Esquema de etapas de formación de un Bíofílm, extraído de: 
"Looking for Chinks in the Armor of Bacteria! Bíofílms'' (Monroe, 2007) 

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

En virtud de su característica polimicrobiana, los estudios que mejor describen 
su composición 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 también le podemos agregar las variaciones temporales de 
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prevalencia y número en virtud de las características genotípicas y ambientales 
presentes en un momento dado. 

11.3.- Blofilm Subgingival 

Se puede señalar que la colonización microbiana se da de acuerdo a las 
condiciones ambientales que mejor se adapten al genotipo especffico de una 
especie bacteria en período determinado. En otras palabras la especie que mejor 
exprese su fenotipo por sobre otras. Actualmente se considera que más de 500 
especies colonizan los biofilm subgingivales, pero no más de 30 especies son las 
que proporcionalmente componen la gran mayoría, de ahí la importancia que se le 
da a no más de 5 especies en el desarrollo de periodontopatías, 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 más 
frecuentemente en relación a otras, es así que Socransky publicó un esquema en 
donde se agrupaba a las especies en complejos, los denominados Complejos de 
Socransky, (Figura 2) debido a su frecuencia de co-detección, sugiriéndose un 
conjunto de actividades metabólicas entre especies que favorecen su desarrollo. 
Ejemplo de esto es el "complejo rojo,, compuesto por Porphyromonas gingívalis, 
Tannerella forsythfa y Treponema dentfco/a (Socransky & Haffajee, 2005). 

Figura 2. Complejos de Socransky. 
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A pesar de que algunos estudios senalan que existe una localización 
topográfica de los distintos complejos, investigaciones actuales señalan que más allá 
de una localización estricta, la diferenciación debe ser más amplia, diferenciando 
entre colonizadores primarios y colonizadores secundarios sin necesidad de que 
exista un patrón clásico de localización de los distintos complejos (Shillinger et al., 
2012). 

11.4.- 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. Basándonos en la concepción actual de que 
los microorganismos orales son susceptibles de colonizar prácticamente cualquier 
región 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 según su mejor adaptación a éstas 
(Socransky & Haffajee, 2005). Especificamente, la superficie en que se desarrolla 
influye drásticamente en las proporciones, encontrándose por ejemplo 
predominancia de Prevotella Me/aninogenica, en saliva y en caras dorsales y 
laterales de la lengua o de Streptococcus oralis y mitis en la encía adherida. 
Especificamente los sacos generados alrededor del diente ya sea periodontales o 
pericoronarios, van a generar que se produzcan ecologlas ambientales particulares 
en las cuales se combinan tejidos duros y blandos, asr también es posible encontrar 
proporciones bacterianas distintas a otras áreas (Socransky et al., 1991 citado por 
Socransky & Haffajee, 2005), por otra parte, en condiciones de desdentación 
completa la población de Streptococcus mutans disminuye drásticamente. Esta 
asociación 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 comparación con desdentados 
(Carlsson et al., 1969; Emílson 
& 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 composición, presentando el fluido crevicular 
características más exudativas. La función principal de estos fluidos es la de 
nutrición, 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 detección y cuantificación (DNA-DNA 
checkerboard) han demostrado un mayor crecimiento en sujetos sanos o con 
periodontitis que en sujetos con srndrome de Sjogren (Socransky et al. , 1998 citado 
por Socransky & Haffajee 2005). En lo que respecta a sitios subgingivales, está 
demostrado que estados de mayor inflamación generan una mayor producción de 
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líquido crevicular el cual a su vez genera un mayor crecimiento microbiano 
(Socransky & Haffajee, 2005). 

111.- BACTERIAS PERIODONTOPATÓGENAS EN ESTUDIO 

Al observar macroscópicamente una placa de agar sangre hemina-menadiona 
de una muestra de placa subgingival, se aprecian pequeñas unidades formadoras de 
colonias (UFC) redondas de color negro intenso y brillante de diferentes tamaños, 
las que se pueden subdividir en Prevotella lntennediaJ Prevotella Nigrescens y 
Porphyromonas gingivalis, principalmente, constituyendo las especies bacterianas 
de muestras obtenidas de biofilm subgingíval que más frecuentemente crecen en 
este medio con este aspecto, las que, -formando colonias de color negro profundo, 
resaltan por sobre las demás especies que forman UFC de color blanco a traslúcido. 

111.1 .- Prevotella lntermedia/nigrescens 

Clasificación 

Orden: Bacteroides 

Familia: Prevotellaceae 

Género: Prevotella 

Especie: lntennedia 

El género Prevotella (Figura 3) corresponde a un bacilo gram negativo, 
anaerobio estricto frecuentemente encontrado en sitios anaeróbicos de la cavidad 
oral. Se la encuentra asociada, en números elevados, a enfermedad periodontal por 
lo que ha llegado a considerarse como un patógeno periodontal además de los ya 
descritos, correspondientes al complejo rojo de Socransky y A. 
Actinomycentencomitans (Mombelli et al., 2000). La especificación entre Prevotella 
Intermedia y Prevotella Nigrescens fue solo posible mediante técnicas de biología 
molecular generando una diferenciación de tipo genotípico en vez de las clásicas 
pruebas fenotípicas que por lo estrechamente relacionadas de estas especies hacia 
prácticamente imposible su diferenciación (Loung et al., 2001). 

La clasificación de Socransky describe a las Prevotella Jntennedia/Nigrescens 
en el complejo naranjo sugiriendo ser patógenos periodontales putativos aumentado 
proporcionalmente su población en enfermedad periodontal de manera significativa. 
Topográficamente se ha intentado localizarlas dentro del biofilm sugiriendo en un 
primer momento que lo poblarían 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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hibridizaclón in situ fluorescente, han demostrado que si bien existe una clara 
predominancia en colonizar sectores topográficos específicos es posible encontrar 
una distribución más heterogénea de estas especies que lo que en un momento se 
pensó (Shillinger et al., 201 O) 

Figura 3. Prevotello lntermedlo/nlgrescens, en agar 

sangre hemina-menadiona, fenotípicamente presentan la 

mayoría de las caracterlstlcas observables en común, 
Foto extra ida de Sanz et 011. 2004 

A pesar de que en una placa de cultivo a simple vista las UFCs pueden 
presentar características similares, su expresión de caracterrsticas bioquímicas 
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 característica de producción de beta lactamasa. Loung et al. (2001) 
en un estudio en que evaluó la resistencia a la amoxicilina y tetraciclina por parte de 
Eikinella oonudens, Prevotella Intermedia y P. Nígresoens, encontró que la especie 
que mayor resistencia tenia a la amoxicilina es la P.Nigresoens, seguida de 
Prevotella Intermedia y finalmente Eikinella oo"odens (concentraciones mínimas 
inhibitorias mayores o iguales a 1 ul. por disco de inhibición) con un porcentaje de 
susceptibilidad de un 67%, 68% y 100% respectivamente. Además se utilizaron 
agares sangre selectivos suplementados con amoxicilina (1 ug. por mi.) para el 
cultivo selectivo de muestras clínicas, aislando cepas resistentes, resultando en que 
un 100% de las cepas cultivadas correspondieron a cepas resistentes. Estos 
resultados demuestran que existen cepas bacterianas de Prevotella 
lntermedialnigresoens que son resistentes a la amoxicilina y que conviven junto a 
especies susceptibles, sugiriendo una posible selección bacteriana ante 
administraciones de amoxicilina dejando cepas resistentes residentes, haciendo 
cada vez menos efectiva las terapias antibióticas en base a amoxicilina. 

En cuanto a su rol patogénico especifico, estudios comparativos de 
composición microbiana de biofilms han encontrado que tanto la especie Prevotella 
Intermedia como Prevotella Nigrescens aumenta proporcionalmente en enfermedad 
periodontal comparado con sujetos sanos periodontalmente (Socransky & Haffajee, 
2005) encontrándose presente en altas proporciones en sacos con características 
inflamatorias (Mombelli et al., 2000). Estos resultados a su vez son congruentes con 
otros estudios en los cuales se señala que al encontrar sacos con mayor 
profundidad de sondaje se encontró una mayor variabilidad de genotipos de 
Prevotella Intermedia (Aives et al. 1 2006). 

Un aspecto importante es señalar que las Prevotella lntermedia/Nigrescens 
han sido más 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 evaluó la presencia residual 
de estos patógenos periodontales más Aggregatibacter Actinomycetencomitans, 
además se realizó una regresión lineal de multivariables por medio de las cuales se 
determinó que existe una asociación significativa entre la presencia de Prevotella 
lntermedia/Nigrescens y sangrado al sondaje, a la vez que existió una asociación 
significativa entre profundidad de sondaje y presencia de Porphyromonas gingiva/is 
(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 señalado que se encuentra 
una mayor prevalencia de Porphyromonas gingivalis por sobre Prevotella 
lntennedia/Nigrescens tanto en Periodontitis crónica, Periodontitis agresiva 
localizada y Periodontitis agresiva generalizada (Silva et al. , 2005). Lopez N., (2000) 
utilizando sondas de DNA también encontró una prevalencia mayor de 
Pophyromonas gingivalis en comparación 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 patología siendo el bacilo gram negativo anaerobio 
más frecuentemente encontrado(Sixou et al. , 2003) 

111.2.- Porphyromonas Gingivalis 

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

Características generales 

La clasificación científica 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 móvil, 
anaerobio estricto de unos 0,8 micrones de ancho y 1 a 3,5 micrones de largo 
(Oisen et al., 1999; Holt et al., 1999) 
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Figura 4. Porphyromonas ginglvo/is 

ATCC, cultivadas en agar sangre 

hemina menadiona, para e.fectos de 

esta tesis. 

Características Bioquímicas 

Porphyromona gingivalis es una especie anaerobia, asacarolítica que 
coloniza zonas donde existen bajas concentraciones de oxigeno y altas 
concentraciones de nitrógeno, por tanto, idealmente coloniza sitios en boca donde 
se favorezcan estas caracterfsticas, como son los sacos periodontales profundos, 
donde existe un potencial de oxido reducción reducido, que baja aún más en 
enfermedad periodontal, sumado a abundantes nutrientes proteínicos (Mettraux et 
al., 1984 citado por Olsen et al., 1999). Existe la posibilidad de cultivar a esta 
especie sin menadiona exógena pero no sin aporte de hemina, aún cuando autores 
señalan que in vivo es posible que realice biosíntesis de este compuesto (Oisen et 
al. , 1999), aún así, la presencia de hemina exógena genera un aumento en el 
crecimiento de esta bacteria in vitre y de su virulencia en modelos de ratones de 
experimentación (Marsh et al., 1993). En cuanto a los requerimientos de amino 
ácidos, el más 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 función 
nutritiva (Oisen et al., 1999). 

Factores de VIrulencia de Porphyromonas gingivalis 

Por factor de virulencia entendemos moléculas que permiten establecer 
relaciones simbióticas 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 daño propio por parte de 
éste (Siots et al., 1981). La Porphyromonas gingivalís posee una gran cantidad de 
factores de virulencia de los cuales destacan: 

Cápsula 

La mayoría de las cepas de Porphyromona gingivalis presenta una zona 
electrodensa externa considerada como una cápsula de polisacáridos, a la cual se le 
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ha descrito importantes propiedades antifagoclticas (Okuda et al., 1987 citado por 
Holt et al., 1999). Su composición química 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 cápsula poseen mayor resistencia a la 
fagocitosis, son más hidrofílicas, tienen menor autoaglutinación 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, lipopolisacáridos, lipoprotefna y proteínas de trasporte y 
periféricas, además 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 proteínas 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 específicas bacterias Gram positiva o negativos 
mediada por proteínas 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 expresión de proteínas periféricas de membrana 
a la necesidad de hemina, regulando su expresión de acuerdo a la presencia de esta 
en el medio ambiente (Bramanti & Holt, 1990) cuya función seria la de unir la hemina 
que ha sido degradada por la hemolisina presente en veslculas de la membrana 
externa (Holt et al. , 1999). 

Vesículas de membrana externa 

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

Lipopolísacáarido 

Lipopolisacárido (LPS) es una molécula de 10 kDa. con características 
amfipáticas, la porción hidrofflica se denomina "O~specific antigen" y la porción 
hidrofóbica se denomina llpido A donde se une a la membrana externa. 
Bioquímicamente 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 señalado que la toxicidad del lipolisacárido 
de Porphyromona gingivalis es mucho menos que el de otras especies bacterianas 
como E. Coli a excepción de la cepa 381 que posee un LPS más tóxico (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 secreción de citoquinas, pero en menor 
grado que LPS de E. Co/i, esto explica el porqué puede crecer en su hospedero sin 
ser detectada en un comienzo, progresando a una enfermedad lenta y crónica 
(Dahlén G & Slots, 1989 citado por Holt et al., 1999). La capacidad endotóxica le 
corresponde a la porción Lípido A, mientras que la porción 0-antrgeno posee una 
función inmunobiológica (Takada et al., 1992 & Curtís et al., 2011). Especlficamente 
la porción Lipido A se le ha detectado capacidad de lisar células, posee una 
capacidad pirogénica reducida (Tanamoto et al., 1997) además de poseer una 
capacidad de hemaglutinación en animales (Okuda y Kato, 1987), por otra parte la 
temperatura externa se ha demostrado ser importante en la producción de Upidos A 
más virulentos, cambiando la composición qulmica del grupo fosfato, estimulando de 
manera distinta el receptor TLR-4 (Curtís et al., 2011 y Coats et al., 2010). Upido A 
además puede inducir la producción de interleuquina(IL) -1 beta, IL~6, IL~8, lnterferón 
gamma, factor estimulante de granulocitos y macrófagos y receptor antagonista de 
IL-1 (Ogawa, 1989 citado por Holt et al., 1999), estimula la producción de factor de 
necrosis tumoral alfa (TNF-alfa) y óxido nitroso (NO) in vitro (Tanamoto et al., 1997). 
Además 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 To/1-Like 4 que serían 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 apéndices en su superficie 
conocidas como fimbrias. Han sido descritas dos tipos de fimbrias una que permite 
la adhesión a otros microorganimos o células del hospedero y un segundo tipo que 
permite conjugación bacteriana, la cual es mucho más larga y flexible (Holt et al. 
1999). Salvo tres cepas de Porphyromonas ginginvalis todas las demás 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). El gen que codifica la sub unidad de la 
fimbriae ha sido codificado y se denomina fimA y está presente en todas las cepas 
examinadas (Nakagawa et al., 2006). Las Fimbrias cumplen una importante función 
en la invasión 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 
más pequef'\as se adhieren más débilmente a las células epiteliales (Watanabe et 
al., 1992), además estudios han demostrado que dentro de la saliva existen 
receptores para las fimbrias que facilitan su unión con la hidroxiapatita (Amano et al., 
1994 & Kumada et al., 2012). Las fimbrias de Porphyromona gingiva/is han sido 
clasificadas en seis tipos (subtipos) de los cuales las que presentan el tipo 11 de 
fimbrias poseen una capacidad mayor de adherencia e invasión celular y a su vez 
ejercen mayor virulencia intracelular, destruyendo las uniones íntracelulares e 

13 



impidiendo la migración celular necesaria para la curación de tejidos (Nakagawa et 
al. , 2006). 
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Materiales y métodos 

Pregunta de Investigación 

¿Existe la presencia de la especie periodontopatogénica Porphyromonas gingiva/is 
en sacos pericoronarios inflamados de terceros molares semiincluidos en pacientes 
sin periodontitis del hospital Carlos van Buren de Valparaíso? 

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 Valparalso. 

Objetivos especificas 

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

• Determinar el rol de Porphyromonas gingivalis y Prevote/la intermedia en la 
patogenia de la pericoronaritis. 

• Determinar diferencias estadísticamente significativas entre las prevalencias 
de Porphyromonas gingivalis y especies de Prevotella con las encontradas 
por estudios realizados en Chile en sacos periodontales con Periodontitis 
crónica y agresiva localizada y generalizada. 

• Determinar diferencias estadlsticamente 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 glngivalis y especies de 
Prevotel/a, en pacientes con enfermedad periodontal crónica y agresiva 
generalizada y localizada. 

Definición de Variables 

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

Método de medición: mediante encuesta personal al paciente consignándolo 
en la ficha clínica. 
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2. lndice CPITN: lndice de necesidad de tratamiento periodontal de la 
comunidad. Variable cualitativa nominal. 

Método de medición: Mediante la evaluación de profundidades de sondajes 
con una sonda OMS, de acuerdo a su graduación, realizándose en dientas 
17; 16; 11; 26 27; 47; 46; 31; 36; 37; en menores de 19 años se evita 
considerar los segundos molares. 

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

Método de medición: Mediante examen cHnico intraoral. 

4. Terceros molares en semierupción: 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 medición: mediante examen clfnico intraoral. 

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

Método de medición: Mediante exámen clínico intraoral de acuerdo a los 
parámetros establecido. 

6. Radiografías de Jos terceros molares: imagen registrada en una placa o pelicula 
fotográfica. La imagen se obtiene al exponer al receptor de imagen radiográfica a 
una fuente de [radiación] de alta energla, comúnmente rayos X o radiación 
gamma procedente de isótopos radiactivos. Variable cualitativa dicotómica 

Método de medición: Evaluación de la presencia de la ficha clínica al momento del 
examen. 

7. Porphyromonas gingivalis; Correspondiente a un Bacilo, Gram negativo, no 
formadora de espora, no móvil, 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 medición: mediante conteo de UFO mi por método de cultivo 
anaeróbico e identificación fenotípica por fluorescencia negativa a la luz U.V. 
en metanol. 

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

Método de medición: mediante conteo de UFC mi por método de cultivo 
anaeróbico en agar sangre hemina-menadiona e identificación fenotípica por 
fluorescencia roja a las luz U.V. en metanol. 

Población de estudio y diseño de estudio 

Corresponde a un estudio descriptivo de corte transversal, en el cual se 
examinó a 40 pacientes con sacos pericoronarios inflamados e infectados de los 
cuales sólo 11 pacientes (tamaño muestra! utilizado Rajasuo et al., 1996) del 
Servicio de Cirugía y Traumatología Máxilo Facial del Hospital Carlos van Buren de 
Valparaíso, Servicio de Salud Valparaíso San Antonio (SSVS), en el periodo 
comprendido entre Mayo de 2012 a Julio de 2012, cumplieron los siguientes criterios 
de inclusión: (i) Atendidos en el Hospital Carlos van Buren de Valpararso 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 período 
de 6 meses, (iv) Consentir la participación en el estudio, mediante la subscripción 
personal o de su representante legal de consentimiento informado (ver anexo), (v) 
Sin presencia de periodontitis, (vi) Sea posible la toma de muestras microbiológicas. 
Además fueron excluidos los pacientes que cumplieran con los siguientes criterios 
de exclusión: (i) Pacientes menores de 18 años, 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 solicitándoles que 
aceptaran firmar el consentimiento informado (Anexo 1) y los datos fueron 
consignados en una ficha clfnica diseñada para los efectos de esta Tesis (Anexo 11) . 

Comité cientffico 

El Protocolo de estudio fue diseñado de acuerdo a las normas establecidas en 
la Declaración de Helsinki, este fue presentado ante la oficina de Gestión Docente 
del Hospital Carlos van Buren, con copias por cuadruplicado para: el Jefe de 
Servicio de Cirugra Maxilo Facial, archivo de oficina de Gestión Docente, Jefe de 
Comité Cientffico del Hospital Carlos van Buren y otra para su archivo. Una vez 
aprobada por la oficina de Gestión Docente del Hospital y por el Jefe de Servicio de 
Máxilo Facial, se presentó, al comité científico del Hospital, obteniéndose su 
aprobación en carta Ref.: No 05 del16-01 -2012 (Anexo 111). 

Examinador 

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

Mediciones clfnicas 

Todos los pacientes seleccionados fueron evaluados en los siguientes 
criterios. Anamnesis sistémica, examen extraoral e intraoral en general, índice 
CPITN, número de terceros molares presentes dentro de los cuales se especificó si: 
estaban incluidos, en semi-inclusión o totalmente incluidos, especificando la posición 
de los terceros molares en semiinclusión: (a) vertical, (b) completamente vertical, (e) 
en mesioversión, (d) en distoversión. Además se examinaron mediante radiografias 
periapicales o panorámicas si existían al momento del examen, no siendo su 
presencia determinante al momento de la selección del paciente. Las caracterfsticas 
inflamatorias presentes al momento del examen de los sacos pericoronarios se 
clasificó en 3 tipos (especificados en Tabla 1) basándonos en las características 
generales de la inflamación y parámetros utilizados en periodoncia para evaluar el 
grado de inflamación gingival. Todas las mediciones fueron realizadas antes de la 
toma de muestras clínicas, a excepción del fndice CPITN que se realizó posterior a 
la toma de muestras para evitar contaminación de las muestras clínicas. 

Variables 

·exudado· · 
• .r • • 

Impotencia 
funcional 

Saco 
periocoronario 
inflamado 
Historia de 

-.Qositiva 
Eritema 
capuchón 

dolor 

del 

Presencia de edema 

Hemorragia post 
instrumentación 
Puede existir 
exudado P-urulento 
Puede existir trismus 

Saco pericoronario 
con inflamación 
leve . 

Historia de dolor 
negativa 
Eritema del 
capuchón 
Edema leve del 
capuchón 
Hemorragia post 
tntrumentación 
Sin exudado 
purulento 
Generalmente no 
hay 

Saco pericoronario 
sin inflamación 

Hrstoria de dolor 
negativa 
Sin eritema 

Sin edema 

No sangra post 
intrumentación o es leve 

Sin exudado 
~urulento 
No existe 

Tabla l. Determinación de las caracterfsticas inf lamatorias de los sacos pericoronarios al 

momento del examen. 

Recolección 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 procedió a anestesiarlo solamente mediante 
técnicas de anestesia tronculares (mepivacarna :3%; Adrenalina 1:1 00.000) de 
manera de impedir la contaminación con sangre del saco. 

Luego se aisló el saco pericoronario seleccionado con gasas estériles, la 
placa bacteriana supra gingival fue eliminada mediante una tórula de algodón, sin 
tocar el margen gingival. Posteriormente el saco pericoronario fue secado con 
tórulas de algodón. El biofilm subgingival fue tomado con una cureta estéril (Hu­
Friedy % o % debido a su facilidad de adaptación a los tubos de crío-conservación 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. Obteniéndose 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 oc, de 
manera de que se distribuyera homogéneamente, para su posterior almacenamiento 
previo a ser procesada. Muestras contaminadas con algodón, 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 transport 
fluid) estéril (loesche & Syed, 1972) sin EDTA, el cual fue alicuotado a 1 mi en un 
tubo de crío conservación con tapa rosca, con goma de cierre para evitar filtraciones 
(Figura 5). Este medio fue mantenido en refrigeración a 4° C durante todo el 
desarrollo del estudio evítando romper la cadena de frío en ninguna de las etapas, 
hasta finalmente ser procesadas las muestras. 

1 Figura 5. Tubo de crío cónservadón modificadq c9n 
tapa rosca, el cual presenta RTF en su interior 

alicuotado en 1ml. 

19 



Composición química de RTF {Loesche & Syed, 1972) 

Components Amount (mi), (Componentes en mi.), fórmula por litro. 

1. Stock mineral salt solution no. 1 .... .. .. Solución salina no. 1 . .. ... 75 
75 
2. Stock mineral salt solution no. 2' ..... Solución salina no. 2 ....... 75 
75 
3. 0.1 M EDTA ........................ 10 3. 0.1 MEDTA ......... .. ............. 10 
4. 8% Na2C03 .. .. ... ..... .. .... ...... 5 4. 8% Na2C03 ... ... ..... ............. 5 
5. 1% dithiothreitol (freshly prepared) 20 5. 1% dithiothreitol (preparación fresca) 

20 
6. Resazurin 0.1% (optional) ............ 1 6 . Resazurin 0.1% (opcional) ............ 1 
7. Distilled water .. ....... ... ... ...... 814 Agua destilada .... ........ . .. .. .. 814 

Traspone de muestras en RTF 

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

Procesamiento de Muestras 

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

Dilución seriada (Figura 6) 

Se realizó una dilución seriada de la siguiente forma: las muestras en RTF 
fueron sometidas a un primer vortex por 1 O segundos para homogenizar su 
contenido, porteriormente se tomó con una micropipeta graduada 100 micro litros (ul) 
de solución para ser diluida en 900 ul. de solución buffer fosfato en un tubo 
Eppendorf, estéril, posteriormente de esta solución se tomaron 100 u l. los cuales 
fueron diluidos en 900 ul. de Buffer fosfato, repitiendo el procedimiento 3 veces, para 
obtener diluciones seriadas en 3 veces como máximo {-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 utilización. La solución de RTF restante fue 
congelada a -20°C. Todo el procedimiento fue realizado bajo una campana 
extractora de aire para evitar contaminación de las muestras. 
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f Figura 6. Grada con tubos Eppendorf posterior a realizar la 

dilución seriada 

Cultivo inespecífico 

Posteriormente se sembraron 100 u l. de dilución -2 y -3 en agar sangre 
hemina-menadiona y 100 ul de RTF no diluido y de dilución -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 as! una capa uniforme. 

Por lo tanto cada muestra se cultivó en 4 Placas: 2 Placas de Agar base No 2 
(Oxoid CM0271) no especffico con 5% sangre de caballo defibrinada, 1 mg/L hemina 
y 0.5 mg/L menadiona, para el recuento de UFC anaeróbicas totales (UFC/ml) y 
para la detección y cuantificacíón 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 contaminación de las muestras y placas de cultivo 
(Figura 7). 
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Í Figura 7. Proced imiento de cultivo en placas de agar sangre tlemina­

menadíona y placas de agar TSVB. 

Incubación 

Las placas de cultivo con agar sangre hemina-menadiona fueron colocadas 
en una cámara de anaerobiosis, con una bolsa generadora de gas en su interior, 
produciendo una atmosfera anaeróbica de 80% Nitrógeno, 10% Dióxido de Carbono 
y 1 O % de Hidrógeno (Genbox anaer, anaerobic atmosfere generators, REF 94 124, 
Biomerieux) e incubadas a 37 oc +-2°C por un perfodo de 12-14 dfas, para lograr 
obtener colonias maduras pigmentadas de negro. Las placas de cultivo con Agar 
TSVB fueron cultivadas en ambiente microaerofflico (5% de Dioxido de Carbono) por 
2 a 5 dfas a 3rc +- 2°C. 

Identificación y cuantificación 

Una vez obtenido los cultivos en agar sangre inespecífico y TSVB fueron 
observados bajo microscopio estereoscópico donde se realizó identificación y 
cuantificación de colonias pigmentadas de negro (P. gingivalis, Prevotella spp.) en 
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agar sangre hemina-menadiona e identificación y cuantificación de colonias con 
estructura interna similar a estrella (Aggregatibacter Actínoycentencomintas) en agar 
TSBV. El recuento de UFC totales se realizó en agar sangre hemina-menadlona 
(Figura 8). 

-~- ---
Figura 8. Cult ivo inespecífico luego de 14 dlas 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 No 2 (Oxoid CM0271) 
no específico 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 Aotinomyoentencomitans se cultivaron nuevamente en TSVB 
para aumentar el No de colonias. Este procedimiento fue realizado bajo la llama de 
un mechero Bunsten para evitar contaminación y con asas de plástico desechables 
por colonia o metálica calentada al rojo luego de cada el cultivo de cada colonia. Las 
placas de agar sangre hemina-menadiona fueron colocadas en cámaras de 

23 



=--

anaerobiosis con sobres generadores de gas ,80% Nitrógeno, 1 O% Dióxido de 
Carbono y 10% de Hidrógeno (Genbox anaer, anaerobic atmosfere generators, REF 
96 124, Biomerieux) a 3JOC +- 2oc por 7 a 14 días y las placas de agar TSVB 
colocadas ambiente microaerofílico (5% de Dioxido de Carbono) por 2 a 5 días a 
3JOC +- zoc (Figura 9). 

Figura 9. Muest ra 3 placas de Agar sangre hemina-menadiona con caltivos selectivos de 

colonias pigmentadas de negro extraídas de distintas muestras clfnicas 

Identificación fenotfpica 

Parte de las colonias pigmentadas de negro cultivadas selectivamente se las 
seleccionó y colocó en un tubo de ensayo alicuotados con 1 mi de metano! para 
prueba de fluorescencia a la luz U.V. (360 nm), se les aplicó un vortex de 30 
segundos por colonia para obtener una solución homogénea, posteriormente se 
observó bajo obscuridad la fluorescencia de las colonias bajo la estimulación a luz 
ultravioleta, identificando P.gingiva/is por no generar fluorescencia y Prevotel/a spp. 
por producir fluorescencia la estimulación con UV, las colonias fueron comparadas 
con la cepa control de Porphyoromonas gingivalis ATCC 49417 (Figura 1 O) la cual 
emitió fluorescencia roja (Figura 11 ). Las colonias con características de 
Aggregatibacter Actinomycentecomitans fueron identificadas mediante reacción 
positiva a la catalasa. 
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Figura 10. Porphyromonas gingívalís ATCC 49417. Cepa control. 

Figura 11. 3 colonias pigmentadas de negro cultivadas selectivamente en 1 

mi de metano! a la Izquierda, junto a un tubo control con metano! y 

finalmente la cepa control para Porphyromonas gingivalis ATCC 49417. 
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Almacenamiento para pruebas moleculares posteriores 

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

Análisis de Datos 

Las mediciones clínicas y microbiológicas 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 estadístico IBM SPSS Statistic versión 8.0 y guardados en una 
plataforma virtual Dropbox (www.dropbox.com, Dropbox, lnc.) en donde todos los 
integrantes del estudio tenían acceso a leer y modificar información. Para la 
determinación de tamaño muestra! de 100 colonias para cultivos selectivos se utilizó 
el cálculo ofrecido por www.netquest.com (Netquest Softwares, Netquest corp.), el 
cálculo fue realizado con un nivel de error de 5%(0,05). Para análisis de datos 
clinicos y microbiológicos se utilizó prueba de T-Student, valores de p menores a 
0,05 fueron considerados significantes. 
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Resultados 

1.- Pacientes 

Solo 11 pacientes cumplieron con todos los criterios de inclusión y exclusión, 
todos los pacientes examinados estuvieron en un rango etario entre los 18 y 35 anos 
de edad con al menos 1 tercer molar presentes en semi inclusión y con un máximo 
de 4 terceros en boca y con 2 en semi inclusión. De los cuales 1 O presentaba signos 
evidentes de inflamación 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 máximo un valor de 1 en el código CPITN, 
correspondiendo a 6 códigos 1 y a 4 códigos O. 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 radiografía 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 clínicos individuales de 
cada paciente se resumen en tabla 11 y figura 12. 

No 3s 3s Mol. No de 
Paciente Edad Mol. SE CPITN Si n. lnf Rx Muest 

1 18 4 2 o Si no 
2 23 1 1 1 Si Rx 
3 22 2 2 1 Si Rx 
4 30 4 2 1 Si Rx 
5 25 2 1 1 Si no 
6 30 2 2 o leve no 
7 18 3 2 o Si Rx 
8 18 4 2 o Si Rx 
9 20 2 2 1 Si no 

10 21 1 1 1 Si Rx 
11 18 4 2 o Si no 

Media 22,0909091 
Devest 4,5487261 

Tabla 11. Muestra los datos clínicos recopilados al examen por paciente. 
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Figura 12, muestra las edades de los pacientes. 

11.- Cultivo inespecífico 

Posterior a 14 días de cultivo inespecffico los UFC totales fueron contados 
encontrándose UFC pigmentadas de negro en 1 O de los 11 pacientes examinados, 
estando ausente en aquel paciente que presentaba signos inflamatorios leves. 
Luego de realizar el conteo de UFC se encontró 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 señalados en la 
tabla 111. Cultivos por muestra en tabla IV_ 

28 



Paciente UFC mi RTF UFC N mi RTF %P. Ne ro 
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 35000000 o O% 
7 68900000 9700000 14,11 
8 54000000 11000000 20,37 
9 63000000 20400000 32,3 

10 58700000 13000000 22,15 
11 45300000 9000000 19,87 

Total 534800000 131690000 
Devest 17171593,88 6742831,48 15,17 
Media 48618181,82 11971818,18 26,1743 

--
Tabla IIL Resultados de cult ivos inespecificos. 

Paciente RTF 1 mi. Cult. Ashm 
1 1 2 14 
2 1 2 2 14 5 
3 1 2 2 14 5 
4 1 2 2 14 5 
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 5 

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 

trlptona de soya, bacitracina y vancomicina 
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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 mínimos y máximos (SO +-
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 única muestra 
que no se encontró UFC pigmentadas de negro correspondió a la muestra número 6, 
aquel paciente que presentaba signos cHnicos de inflamación leve. Información 
graficada en Figura 13 y Figura 14. 
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Figura 13. En azul UFC mi RTF tota les por pacientes y en rojo UFC mi 
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r Figura 14. UFC mi totales por pacientes. 
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Análisís de datos de pacientes sin considerar paciente 6 (Signos inflamatorios leves) 

Debido a que el paciente Nº6 no cumplió con los criterios diagnósticos 
completos y a que sus resultados se alejaron de la media de los demás pacientes 
realizaremos un análisis de datos sin considerarlo. (Tabla V) 

Paciente UFC mi RTF UFC N mi RTF P. Ne ro% 
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 inespecffico de pacientes con pericoronaritis, sin 

considerar al paciente N"6 

Se encontró 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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f Figura 15. En azul UFC mi RTF totales y en rojo UFC mi RTF pigmentados de negro. Sin 

considerar paciente con inf. leve 

UFC N mi RTF 

r ---¡ Figura 16. UFC mi RTF pigmentados de negro por pacientes. 

En Figura 16 se muestra el tamaño de UFC/ml RTF pigmentada de negro por 
muestra en relación al total de UFC/ml RTF, donde la muestra número 5 presenta el 
mayor crecimiento de UFC pigmentadas de negro y la muestra 1 la menor cantidad 
de UFC/ml RTF pigmentadas de negro. 

32 



111.· Cultivo selectivo. 

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

No col por Cree. Pos 
Paciente CultAshm Ashm Tot Col Cult Cree. Pos N Co Cree. Negat 

1 2 8 16 7 o 9 
2 2 8 16 8 o 8 
3 o o 16 8 o 8 
4 2 8 16 7 1 8 
5 2 8 16 16 o o 
6 o o o o o o 
7 2 8 16 12 2 2 
8 2 8 16 7 1 8 
9 2 8 16 16 o o 

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 4,635828846 1,009049958 4,002272082 

Tabla VI. Cultivos selectivos por pacientes. 

Se cultivaron en total 160 colonias pigmentadas de negro 16 por cada 
paciente a excepción del paciente No 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 pigmentación consideradas como contaminación 
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.- Identificación fenotípica 

Una vez obtenido los cultivos selectivos positivos para pigmentados de negro, 
se realizó la prueba de identificación fenotfpica de fluorescencia a la luz U.V. 
(360nm.) en metano! (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 VIl. 

Figura 18. Se observa de derecha a izquierda 3 tubos con colonias pigmentadas de negro de 

muestras clínicas sumergidas en 1 m i de CH3, 1 t ubo de CH3 puro, 1 tubo de cepa control 

Porphyromonas gingivalis ATCC, todo bajo luz U.V. (360 nm) 
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Cree. Pos 
Paciente Cree. Pos N Co Cree. Ne. at F. Pos F. Ne 

1 7 o 9 3 4 

2 8 o 8 4 4 

3 8 o 8 4 4 

4 7 1 8 4 3 

5 16 o o 13 3 

6 o o o o o 
7 12 2 2 4 8 
8 7 1 8 3 4 

9 16 o o 13 3 

10 7 1 8 3 4 

11 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, 1231 0563 2,2563043 

1 Tabla VIl. R~ultados 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 sólo 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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VI.- Identificación final de especies pigmentadas de negro en sacos 
pericoronarios inflamados (Tabla VIII en Anexo IV). 

Se encontró en promedio 14,49% (+- 7,212) de Prevotella spp. en los sacos 
muestreados con un rango de 30,63-7}3; en cambio, la especie bacteriana 
Porphyromonas gingivalis se encontró en promedio 11,8568 % (+- 5,899) con un 
rango de 25,06-6,34. Datos grafícados en Figura 19, 20 y 21 . 
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Figura 19. Porcentaje de Porphyromonas gingivalis en rojo en mi de RTF por 

pacientes y espe.cles de Prevote/la en azul en mi RTF por pacientes 
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Figura 20. UFC mi RTF total por pacientes en azul, UFC mi RTF de Porphyromonas gfngivali~ 
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1 Figura 21. Recuento total de UFC mi de RTF por pacientes de Porphyromonas gíngfvlis en ro]o y 
especies de Prevotella en azul. 

VIl.- Análisis comparativo de poblaciones bacterianas en hábitat similares en 
condiciones epidemiológicas igualadas. 

Para realizar una análisis comparativo de proporciones bacterianas se tomó 
como referencia el estudio realizado por Silva et al., (2005) en el cual se reportó las 
prevalencias y proporciones bacterianas para, periodontitis crónica (CP), 
períodontitis agresiva localizada (AgLP) y periodontitis agresiva generalizada 
(AgGP). Este estudio fue seleccionado por: (i) ser uno de los pocos estudios 
microbiológicos de la flora bacteriana periodontal existentes en Chile, (ii) presentar 
una metodología de estudio similar a la utilizada en este estudio, (iii) imposibilidad de 
utilizar estudios realizados en otras áreas geográficas debido a que las proporciones 
bacterianas varían según zona geográfica y (iv) no existir actualmente ningún 
estudio en Chile de la microbiología periodontal en sacos pericoronarios. En tabla IX 
se muestran los resultados encontrados por Silva et al. , (2005) para Porphyromonas 
gíngivalis y Prevotella spp. En este estudio se comparó entre las cuantificaciones 
encontradas en las distintas patologfas, a pesar de encontrar diferencias 
estadfsticamente significativas en las edades de los pacientes y tener tamaños 
muestrales diferentes por lo que abre la posibilidad de comparar con los resultados 
encontrados en este estudio. 
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Bacteria 

P. gingivalis 

Prevotella 
spp. 

Peridontitis 
(CP) 

Crónica Periodontitís 

(n: 17) 

%del recuento total de 
UFC 
N (%) media (SO+-) 

13 (76,47) 
13,39) 

13,65 (+-

Agresiva localizada 
(AgLP) (n: 30) 

% del recuento total 
de UFC 
N (%) media (SO 
+-) 
26 (86,67) 12,19 ( +-
15,47) 

6 (35,29) 
18,26) 

9,62 (+- 12 (40,00) 2,12 (+-
3,79) 

% del recuento total 
de UFC 
N (%) media (SO 
+-) 
6 (100) 17,2 (+- 10) 

1 (16,66) 0,86 (+-
1,86) 

Tab la IX. Datos de prevalencia de detección y proporciones de Prevote/la spp. y Porphyromonas 

gingivalis, datos extrafdos de Silva et al., (2005). PC, periodontitis crónica, AglP, periodontítis 

agresiva localizada y AgGP, periodontit is agresiva generalizada. 

Análisis estadístico resultados de Tabla VIII 

Se realizó un análisis estadístico de las proporciones bacterianas para las 
especies en los 10 sacos pericoronarios con inflamación, excluyendo la muestra del 
paciente N°6, como medida de evitar distorsiones en el análisis estadfstico. 

Al comparar las proporciones de Porphyromonas gingivalis y Prevotella spp., se 
encontró una diferencia no significativa entre la proporción de Porphyromonas 
gingivalis y Prevotella spp en sacos pericoronarios inflamados y la encontrada en 
periodontitis crónica (T- Student p de 0,69 para Porphyromonas gingiva/is y p de 
0,4301 ). No se encontró una diferencia estadísticamente significativo entre las 
proporciones de Porphyromonas gingiva/is encontradas en AgLP y sacos 
pericoronarios inflamados (T Student p de 0,944), pero si se encontró una diferencia 
estadfsticamente 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 encontró una diferencia estadfsticamente significativa para 
las proporciones de Porphyromonas gingiva/is y Prevotella spp. (T-Student p de 
0,0008 para Prevotel/a ssp y p de 0,0001 para Porphyromonas gingivalis) . 
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Discusión. 

1.- Estudio 

Correspondió a un estudio descriptivo de corte transversal, en el cual se 
detectó y cuantificó la presencia de especies pigmentadas de negro mediante 
técnicas de cultivo y pruebas de identificación fenotfpicas para Aggregatibacter 
Actinomycentecomitans, Porphyromonas gingivalis y Prevotella spp. 

11.- Métodos de estudio de especies bacterianas periodontopatogénicas 
utilizadas 

Actualmente existen pocos estudios en Chile, que investiguen la microbiologla 
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 aún más difícil el estudio de especies bacterianas 
periodontopatogénicas. En la actualidad el "gold standard" de cualquier investigación 
científica en microbiología, sigue siendo la utilización 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 anaerobiosis estricta. Así 
su estudio se complica por el costo asociado en comparación con otras especies 
bacterianas y por el estricto rigor metodológico 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 fácil implementación, comparado con otras técnicas de 
estudio microbiológico, por ejemplo: sondas de DNA o PCR, permite una rápida 
detección y cuantificación de las especies estudiadas, posibilita la detección de 
nuevas especies bacterianas y además permite probar susceptibilidad bacteriana a 
diferentes antimicrobianos. A pesar de esto, presenta desventajas importantes: poca 
sensibilidad ante cargas bacterianas de pequeño tamaño, dificultad para la 
identificación exacta de las especies bacterianas en estudio, cuantificación 
bacteriana de baja calidad, rigurosidad de la técnica, facilidad de contaminación y en 
algunos casos largos periodos de incubación (Sanz et al. , 2004). 

En este estudio hemos decidido utilizar la técnica de cultivo microbiológico, 
complementado con técnicas rápidas de confirmación diagnóstica para especies 
periodontopatógenicas, ya que nos permitió un primer acercamiento · a la 
microbiologfa 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, además de ser una 
metodologla económicamente más asequible. 

Un aspecto metodológico importante de señalar es la técnica de recolección 
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 % o % de la corona, por lo 
que esta metodología no es aplicable para estos sacos ya que no abarca 
completamente todo el biofilm presente, sesgando la muestra en composición. En 
este estudio la metodologia empleada fue la de recolección de biofilm mediante 
curetas (Hu-Friedy), de esta manera se logró obtener muestras que abarcaran todas 
la zonas del saco pericoronario, sin sesgar las muestras. 

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

111.- Edad de los pacientes 

Medida Perio. Agl. (n:30) Periodont AgG. 
n:6 

Edad 24,39 +- 3,77 29,5 +- 6,12 

Tabla X. Datos extra idos de:" Prevalence of Perfodontopathíc Bacteria 
in Aggressíve Periadontitis Patients in a Chilean Population" (Silva y co ls., 2005) 

Al comparar la edad de los pacientes muestreados en este estudio con los 
utilizados por Silva et al., (2005) (Tabla 1 O), se encontró una diferencia significativa 
(p>0,05) con las edades de los pacientes con CP y con AgGP, pero no se encontró 
una diferencia significativa entre las edades de los pacientes con AgLP. Si bien 
estos resultados podrían ser útiles en la comparación de el tiempo de colonización 
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 períodos de colonización bacteriana. De todas formas estandariza en cierta 
medida los resultados ante otras variables no alteradas por las edades de erupción. 

En cierta medida estos resultados pueden explicar que sí bien las 
proporciones bacterianas encontradas en los sacos pericoronarios no varían 
significativamente con los de la CP, pero sí respecto a la AgLP y AgGP, estas 
diferencias ayudarran a explicar las diferencias en la expresión 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 
comparación con la pericoronaritis y en la AgLP y AgGP por la presencia 
significativamente mayor de PG, aún asf, es necesario estudios exhaustivos sobre 
los mediadores proinflamatorios presentes en la pericoronaritis para poder 
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establecer una teoria completa de la expresión fenotípica de la patología dada por 
las características propias de las especies predominantes y la expresión de sus 
factores de virulencia y por la respuesta inmune inflamatoria específica del 
hospedero a la noxa bacteriana presente. Estos resultados solo sirven como una 
primera aproximación. 

IV.- Consideraciones anatómicas, fisiológicas y bioquímicas de los sacos 
perícoronaríos. 

Anatómicamente 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 protección (capuchón pericoronario), esta 
anatomra solo es posible de encontrar nuevamente en el cuerpo humano en los 
sacos periodontales. Ambos presentan una profundización del espacio presente 
pero los sacos periodontales se producen por una alteración al metabolismo óseo, 
en donde, predomina la actividad osteoclástica (RANKL) y destructiva (MMP-8 y 13) 
(Hernández 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 posición eruptiva que genera un capuchón 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 cuáles factores proinflamatorios se encuentran 
presentes, en qué cantidad y por lo tanto que actividad metabólica se encuentra 
predominante en estos sacos y que diferencia existe entre la manifestación clínica 
de las patologías asociadas a estos sacos y los sacos periodontales, asociada a la 
expresión fenotfpica de mediadores proinflamatorios. 

V.- Especies periodontopatogénicas 

A pesar de la existencia de pocos estudios sobre la biología de los sacos 
perícoronarios, existen actualmente una pequeña cantidad de estudios 
microbiológicos de estos sacos, en los cuales han indentificado a con alta frecuencia 
especies de prevotella (Sixou et al., 2003 y Rajasuo et al., 2007) considerándola 
como uno de los patógenos principales, estos resultados se condicen con los 
encontrado en este estudio, diferenciando significativamente (p valores <0,05) la 
proporción de prevotella spp. en sacos periocoronario de pacientes chilenos 
comparado con las proporciones bacterianas de esta especie en AgPL y AgGp, 
además se ha encontrado con alta frecuencia especies de Capnocytophaga, 
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considerándolas como otros patógenos putativos. En cuanto a la presencia de 
Porphyromonas gingivalis, los resultados son contradictorios, desde prácticamente 
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 
población, pero con diferencias significativas (p valor < 0,05) en comparación 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 
expresión de las diferentes patologías, encontrada al comparar ambas. Un estudio 
realizado por Mombelli, (2000) encontró una asociación significativa entre la 
presencia de PG en altas proporciones y sitios con profundidades mayores de 
sondaje, por otra parte Socransky y Hafagee (2005), encontró 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 expresión de la enfermedad 
encontrada en estas patologias sea por la diferencia en la cantidad de PG presente. 
En el mismo estudio Mombelli (2000) basándose en un modelo de regresión de 
multivariables, señaló una asociación significativa entre sangrado al sondaje (índice 
hemorrágico) y la presencia de prevotella intennedialnigrescens, es decir, su 
presencia está asociada a inflamación, así los resultados encontrados por este 
estudio y otros sobre la presencia de esta especie afirman que su presencia puede 
ser la causante de la inflamación en los sacos pericoronarios. 

Ahora bien, si la mayoría de los estudios (Sixou et al., 2003; Rajasuo et al. , 
2007 y Rajasuo et al., 2004), incluyendo éste, confirman una diferencia en la 
composición del biofilm presente (aún cuando algunos presenten errores 
metodológicos en la técnica de muestra), en términos cuantitativos, es importante 
entender el por qué. Para esto debemos enfocar el estudio en la composición 
temporal del biofilm subgingival (Figura 22), este se origina por una colonización 
primaria de especies de cocos gram positivos, Jos denominados colonizadores 
primarios o pioneros, estas especies se adhieren en pocos segundos a la superficie 
dura (fase 1), 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 11) 
corresponde a la fase de mayor crecimiento, hasta que el biofilm llega a la fase 111, 
en donde el biofilm se expresa completamente, existen los mejores mecanismos de 
intercambio y flujo de nutrientes, expresión de nuevos factores de virulencia y 
mejoramiento del intercambio genético interespecies, finalmente entra a la fase IV 
de muerte celular, erosión y pérdida de adherencia. Como se observa en la Figura 
22. 
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Figura 22. Muestra la formación del biofilm sugingival. Análisis temporal. Foto extraída y 
adaptada de Thomas & Nakalshi, (2006} 

A nivel de biofilm subgingival las especies de Prevotella 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 señalan que puede existir biofilms bien 
establecidos bajo los capuchones pericoronarios, pero que su composición varía 
cuantitativamente en comparación al estudio previo de Silva et al., 2005. 
Topográficamente se ha establecido que las Prevotella spp. colonizan primariamente 
el biofilm subgingival, a pesar de que actualmente esta estricta división ha sido 
rebatida por una concepción más genérica de colonizadores secundarios y 
primarios. Como está 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 
características muchas veces son necesarios años de pérdida de inserción clfnica, 
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tiempo que permite una colonización progresiva de especies según las condiciones 
ambientales presentes en ese momento en estos sacos que favorezcan su 
crecimiento. 

Esta progresión de eventos no sucede en los sacos pericoronarios, la 
profundidad del saco, se establece por motivos mecánicos y no como una respuesta 
Inmune 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 características agudas 
de las patologías, es que rápidamente se pi,Jeden establecer biofllms, con 
características patológicas (especies Gram negativas anaerobias estrictas) en pocos 
dias, pero así como rápidamente se establecen, las especies predominantes tienden 
a ser las que primero colonizan el biofilm, es por esto que encontramos una 
predominancia significativamente mayor de prevotel/a spp., en vez, de especies del 
complejo rojo. A su vez esta misma característica aguda es la que hace que los 
pacientes busquen ayuda de manera más pronta que los pacientes con enfermedad 
periodontal, posibilitando una intervención más temprana por parte del clínico, 
disminuyendo la carga bacteriana y desorganizando el biofilm no dejando el 
crecimiento y establecimiento de especies colonizadoras secundarias, de manera 
más temprana que en la enfermedad periodontal, esta puede ser una de las posibles 
explicaciones de la cantidad significativamente menor de PG, encontrada en los 
sacos pericoronarios comparados con sacos con AgLP y AgGP. 

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

A pesar de que las caracterlsticas propias de cada especie bacteriana, 
codificadas en su genoma y que se evidencia mediante la expresión fenotipica, es el 
vivir y convivir en biofilms el que hace que estas especies varien su comportamiento 
y características demostradas en un crecimiento planctónico, ya que se favorece el 
intercambio genético y se produce utilización 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 clfnica. De este modo adquiere 
relevancia la desorganización del biofilm como estructura, en conjunto a los agentes 
antibióticos específicos que pudieran ser dirigidos a las bacterias más prevalentes 
en este nicho ecológico 
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VIl.- Aplicación clinica 

Al igual que cualquier patología oral producida por biofitms, el objetivo 
principal del enfoque terapéutico es a la desorganización del biofitm y a la 
disminución de la carga bacteriana con niveles compatibles con la salud del 
hospedero, debido a que la eliminación completa de las bacterias es imposible 
(Thomas & Nakaishi, 2006). Actualmente no existen estudios sobre la microbiologfa 
de los sacos pericoronarios en Chile, debido a esto es que el enfoque terapéutico 
estaba basado en un enfoque empírico o en base a estudios realizados en otros 
paises como Finlandia (Rajasuo et al. , 1994 y 2007), actualmente es sabido que la 
microbiología periodontal varía de acuerdo a las distintas regiones geográficas, esto 
hace que estos estudios presenten un sesgo importante al momento de realizar su 
aplicación en paises lejanos como Chile. La recomendación actual es dada por el 
Minsal (mejor evidencia disponible para Chile) es la de aplicar, en caso de 
patologfas locales de los sacos pericoronarios, medidas de remoción mecánica del 
biofilm y guardar una terapia en base de antibióticos (amoxicilina) solo en caso de 
compromiso del estado general. Si bien estas medidas son correctas en cierta 
medida, debemos considerar, que tos resultados obtenidos en esta investigación 
selialan una alta cantidad de anaerobios estrictos bajo los sacos pericoronarios, por 
lo tanto, cualquier enfoque antimicrobiano, deberá considerar la utilización de 
antimicrobianos efectivos contra anaerobios estrictos, es decir, indicaciones de 
antibióticos similares a los utilizados en casos de enfermedad periodontal. A pesar 
de eso en caso de compromiso local, la mejor medida considerando las bases 
microbiológicas de las patologias generadas en estos hábitats, es la de remoción 
mecánica y cambio del ecosistema presente. Clinicamente la utilización de 
irrigaciones con suero salino, obtendrfan buenos resultados debido a que cumplirían 
tos dos objetivos principales: (i) remoción y desorganización del biofilm, (ii) cambio 
de las condiciones ambientales rompiendo la anaerobiosis preexistente, variando los 
potenciales de oxido reducción 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, así, un objetivo importante de esta investigación es la 
de servir de soporte a futuros estudios clínico que busque la mejores alternativas 
posibles para el manejo de patologfas asociadas a los sacos pericoronarios. 

VIII.- Prevotella spp. 

El hecho de haber encontrado especies de Prevotel/a 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 utilización solamente de amoxicilina. Se ha demostrado que tanto 
Prevotel/a lntennedia como Prevotella Nigrescens, presenta resistencia bacteriana a 
la amoxicilina en un 50% aproximadamente de las cepas clfnicas aisladas (Luong et 
al. , 2001), de todas formas, estos estudios no son aplicables al hábitat 
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microbiológico en cuestión y son necesarios nuevos estudios que aíslen cepas 
clínicas y prueben su resistencia microbiana. Es importante, por lo tanto, recalcar 
que un enfoque terapéutico basado solo en la utilización de dosis sistémicas de 
amoxicilina, no es del todo ideal, y posiblemente genere selección 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 anaeróbicas presentes en los sacos 
pericoronarios, dentro de las cuales destacan especies formadoras de colonias con 
pigmentación negra, entre los que identificamos a Potphyromonas 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 participación en otras infecciones de la cavidad oral, 
especialmente para Potphyromonas gingivalis. Así 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 colonización temprana de esta especie 
bacteriana o pueden ser sitios de invasión 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 ateroescleróticas (Nakagawa y cols., 2006). 

Por otro lado otros estudios han demostrado la importancia del rol patogénico 
de las especies de Prevote/la 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 evalúen a estas especies periodontopatógenas en sacos pericoronarios, 
representando esta tesis la primera, en hacer esta investigación en Chile. 

Además este estudio nos permitió desarrollar un método de identificación y 
cuantificación de especies periodontopatogénicas tan importantes como la 
Potphyromonas gingivalis y especies de Prevotella, posibilitando de ser aplicado en 
cualquier otro estudio que quiera evaluar la presencia de estas bacterias en 
determinadas zonas anatómicas de la cavidad oral. 

Finalmente hemos decidido comparar estadísticamente las proporciones 
encontradas de estas bacterias con otras patologías, que presentan un hábitat 
ecológico 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 
periodontopatógenos encontrados en las diferentes zonas geográficas del mundo 
(Socransky y cols., 2005). 
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Limitaciones 

Las principales limitaciones de este estudio son: 

• Tamano muestra! pequeño, debido al corto tiempo obtenido para la fase 
experimental, comprendido entre mayo de 2012 y julio de 2012, y los 
largos períodos de incubación necesarios para el cultivo de especies 
periodontopatogénicas. 

• Utilización de cultivos microbiológicos como técnicas de identificación de 
las especies bacterianas en estudios, siendo una técnica poco sensible y 
especifica, más dificultosa y fácilmente contaminable, pero muy útil al 
necesitar realizar una primera aproximación microbiológica. 

Propuesta 

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

• Necesidad de estudios futuros que realicen aislamientos de especies 
bacterianas y evalúen su susceptibilidad a diferentes antimicrobianos. 

• Necesidad de estudios futuros que realicen aproximaciones terapéuticas a 
las patologias presentes en este hábitat ecológico y que comprueben los 
resultados obtenidos en este estudio. 

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

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

Corresponde a un estudio descriptivo de corte transversal, en el cual se 
examinó a 40 pacientes con sacos pericoronarios inflamados e infectados de los 
cuales, 11 pacientes del Servicio de Cirugia y Traumatología Máxílo Facial del 
Hospital Carlos van Buren de Valparafso, en el periodo comprendido entre Mayo a 
Julio de 2012, cumplieron los criterios de inclusión y exclusión. Las muestras de 
biofilm fueron tomadas del saco pericoronario más inflamado y trasportadas en un 
RTF (medio de transporte de reducido) al laboratorio de microbiologia bucal de la 
Facultad de Odontología 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 años, con al 
menos 1 tercer molar presentes en semi inclusión y con un máximo de 4 terceros 
en boca y con 2 en semi inclusión. Todos los pacientes presentaban como máximo 
un valor de 1 en el código CPITN. Los UFC fueron contados encontrándose UFC 
pigmentadas de negro, de estas: un 55% correspondió a especies de Prevotella y 
un 45% correspodió a Porphyromonas gingivslis. 

Mediante este estudio se comprobó la existencia de especies anaeróbicas 
presentes en los sacos pericoronarios, dentro de las cuales destacan 
Porphyromonas gingivs/is y especies de Prevotella. Los sacos pericoronarios 
pueden servir de nichos de colonización temprana de estas especies bacteriana. 



Anexo 1 

UNIVERSIDAD 
- oe ­

VALPARAISO 
C H 1 L 1! 

Consentimiento Informado 

Estimado( a) Sr( a}: 

Estamos realizando un estudio, proyecto de tesis, de la Universidad de Va/paraíso, Facultad de 

Odontologfo en conjunto con e/servicio de cirugía y traumatología moxflo/acial del Hospital Carlos van Buren 

de Va/paraíso, denominado: "Detección y cuantificación de Porphyromonas gingivalis y especies de 

Prevotella en sacos pericoronarios inflamados en pacientes del Servicio de clrugfa y traumatologfa 
maxilofacia/ del Hospltcil Carlos van Buren de Va/paraíso". Para ello estamos examinando y tomando 

muestras microbiológicas a personas que presenten sacos perlcoronarlos en sus terceros molares, atendidos 

en el Hospital Carlos van Buren de Va/paraíso, en el período comprendido entre abril y julio del oño 2012. Nos 
gustaría invitarlo a participar en esto investigación, mediante una toma de muestra microbiológica de sacos 

pericoronarios y un exámen microbiológico a esa muestra, gratuitos para Ud. 

El examen consistirá en uno muestra tomada con una cureta Gracey introducida en el saco 

pericoronarlo (encía que envuelve la corona). Su participación es muy Importante para nosotros, si participa 

sus datos e información será manejada con absoluta confidencialidad y no serán divulgados, además 

posterior a las pruebas de laboratorio las muestras serán completamente eliminadas. 

Y~ .................................. ,.,,..,.,,..,.,..,..,...,,.,. .. ,,, Rut N~~ ........................... ~·····acepto pgrt/clpar en el estudio y 
permito rea/izQr muestras mlcroblol6glcas en sacos per/coronarlos, para la realización del proyecto de 

tesis: "Detección y cucmti/icoci6n de Porphyromonas glnglvalls y especies de Prevotella en sacos 

pertcoronartos Inflamados en pacientes del Servicio de cirugía y traumatología maxilofacial del Hospital 

Carlos van Buren de Va/paroíso". 

~··········································· · ·················· ········· 

Firma del paciente aceptando los términos. 

Va/paraíso, ............ de ............. de 2012. 



Anexo 11 

Ficha clínica y microbiológica 

1 
~~m"D 
--DE ­
VALPARAISO 
e u 1 ~ 2 

l. Identificación 
Nombre Paciente: 
Sexo - 1 Edad 

11. Anamnesis 
Antecedentes sistémicos 

Antecedentes Orales 

111. Examen general e intraoral 
1-----

Examen general 

Examen lntraoral 

Rut: 
Fono 
Fecha de examen 

------------------------------------------------~ 

IV. Exámen espécifico 
N• de terceros molares en boca 
Exámenes complementarlos 

Semi erupcionado 

·-



-
Cordal posición mes lo -
angular 

Colocar una X en el tipo(s) de tercer( os) molares en 
que se tomó la(s) muestra(s) mtcrobiológicas 

VI. Mues!ra microbiológica 
N• de muestras por Instrumento utilizado Cureta Gracey 
paciente 
N• ~-= muestras por diente Medio de trasporte RTF _________ _____, 

r-
VIl. Procesamiento de muestra 

Procesamiento previo 

Mdl2d2 d! cy1Sht9 

lncubad2n 
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COMITE CIENTIFICO 
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Dra. 
Claudia Cartagena Salinos 
ErKargada Sección lrwestigacion 
Oftctna de Gestión Docente 
Hospilol Carlos Von Buren 
rre~ellle 

Valp¡mlt~o 1 m¡¡r7o 201 2 

f enern~·:. el agr,1do ,le ¡,alu,lar e informar a Ud. que l!n n~union del C"mirté 
C'rcnt ii o del din u.: ho~. h~m\'1;; J¡trob<td\1 el tmbaj\1 de tois ·Pr~c:ocia de 
Pllrp/i)'rtlmtJmr..- gingimlis ~" saco!> pcricoront~r iu .. de tcn:c:ro!'o lfiOI.Irts Sl!mi 
~·rup io nado dc:ltclada rncdrnn tc t lfcni a d e P CR'' a n.:úlilar por el St·. rran~.:o PJ\ eri '-­
alumno de: OJonto.>log!.t dt.: la U ni\ ct·siJ;ul de Vulpurubo. en pa~:.icntC'\ att:ndu.IO!: en el 
¡;., pit.1l Cmlos \,m Buren de Valrar::~íso con terceros nwiJres sem i erupctun.tJvs) <;.(KO .. 

pencoronarios. en el reriod~) cnmprendido ~ntrc Abri l M 201:!) Julio de: 201 ~. 

l~d. M;.mu N" 05 
1 (, Cll 211 12 
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