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Introduccién

I- INTRODUCCION

Las diferentes patologias que afectan tanto al periodonto marginal (encia marginal), como al
periodonto de insercién (ligamento periodontal, cemento dental y hueso alveolar), tienen sintomas y
signos clinicos comunes. La bolsa periodontal y la pérdida désea alveolar son hallazgos clinicos y
radiol6gicos que con diferencias de calidad y cantidad, estan presentes en la gran mayoria de ellas.

En aquellos pacientes clinicamente libres de compromiso sistémico, el factor etioldgico local de
la lesion, esta representado por un biofilm sub-gingival (Socransky y Haffajee, 1992). El desarrollo de
la enfermedad dependera de factores atribuibles a condiciones del huésped, de los microorganismos y
del ambiente (Lisgarten, 1976). Algunos microorganismos poseen potencialidad patogénica, pero el
hecho de que se produzca o no depende del equilibrio vs desequilibrio entre los mecanismos de
virulencia del microorganismo y la resistencia del hospedador. La colonizacion de un microorganismo
no implica enfermedad, sino que la instalacion de la enfermedad infecciosa depende de la interaccién,
entre la capacidad de defensa del huésped, la virulencia del microorganismo y el ambiente (Moore y
Moore, 1994).

Estd ampliamente aceptado que la iniciacion y progresion de las enfermedades periodontales
dependen de la presencia de microorganismos capaces de causar enfermedad (Schenkein, 1999), no
obstante, es de interés recordar que la bolsa periodontal infectada puede alojar a més de 500 especies
microbianas, cada una con distinto potencial inductor de enfermedad (Haffajee y Socransky, 2000). Si
bien, el nivel de conocimientos de la etiologia y progresion de la enfermedad ha alcanzado un
desarrollo ponderable, hasta el presente su diagnostico clinico se determina por la profundidad de
sondaje de las bolsas periodontales, la evaluacion del nivel clinico de insercion perdida, y del punto de
vista radiogréafico, la estimacion de la altura de hueso remanente. En la actualidad existen razones para

pensar que las enfermedades periodontales son desencadenadas por un grupo definido de patégenos,
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que actuan solos o asociados, con capacidad de aportar nutrientes y generar condiciones fisico-
ambientales necesarias para su sobrevida.

Entre las especies mas estudiadas que participan en estos grupos, podemos mencionar:
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A actinomycetemcomitans), Porphyromona gingivalis (P
gingivalis), Prevotella intermedia (P. intermedia), Tannerella forsythensis (T. forsythensis) y
Treponema denticola (T. denticola) (Socransky y col, 1998). Se ha comprobado que estos
microorganismos poseen significativos mecanismos de virulencia, que le posibilitan colonizar al
huésped, multiplicarse en él y alterar sensible y negativamente su fisiologia (Moore y Moore, 1994;
Mayrand, 1985). Ademas, dichos gérmenes y sus subespecies tienen capacidad de diseminarse por el
sistema circulatorio y afectar otros 6rganos (Socransky y Haffajee, 1992).

La destruccion ésea, responsable en definitiva de la pérdida del diente, es promovida por el
proceso inflamatorio, inducido por el biofilm de placa dental, quién estimula en mayor o menor
medida la respuesta del huésped, produciendo citoquinas pro-inflamatorias como interleuquina-1 (IL-
1) y el Factor de Necrosis Tumoral o (TNF-a) y los efectores adaptativos del sistema inmune

(Socransky y Haffajee, 1992).

Gingivitis y periodontitis son consideradas infecciones oportunistas de la cavidad oral,
producidas por placa bacteriana y controlada por la respuesta del huésped. A su vez, el hospedador
puede presentar diversas condiciones sistémicas fisioldgicas y patoldgicas que incrementarian el
riesgo de generar enfermedad periodontal (Loe, 1965). Entre ellas, el embarazo, tiene un significativo
impacto sobre muchos drganos del cuerpo incluyendo la cavidad bucal (Vittek y col., 1982).

Durante el embarazo, algunas mujeres expresan encias inflamadas, edema, facilidad de

sangrado y halitosis. Todo esto constituye un cuadro clinico que se denomina: gingivitis del embarazo
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(Vittek y col, 1982). En la actualidad, se demostr6 que el embarazo per se no es capaz de iniciar
cambios inflamatorios en la encia. La etiologia de la gingivitis del embarazo se vincula con el biofilm,
representado por la placa bacteriana, que se asienta en un huésped muy modificado por el componente

hormonal. La presencia de placa, como irritante local, produce una exagerada respuesta inflamatoria

gingival, la que podria explicarse, por la interaccion entre la presencia de receptores de estrégenos y

progesterona en la encia de las embarazadas y su afinidad por gérmenes probadamente capaces de

iniciar y sostener un proceso inflamatorio en la encia. Diferentes autores demostraron que el embarazo
puede actuar como un factor potenciador de la respuesta inflamatoria gingival, inducida por este

biofilm (Loe y Silness, 1963; EI-Ashiry y col., 1970; Offenbacher y col., 1998).

Varios estudios sugieren que el aumento de los niveles de hormonas sexuales en el tejido
gingival representa un aporte nutricio para el desarrollo exacerbado de algunas especies bacterianas
patogenas y en relacion con ello, se ha observado un incremento en la poblacion subgingival de
bacterias Gram negativas anaerdbicas obligadas y facultativas responsables del aumento de la
inflamacién (Kornman y Loesche, 1980; Jensen y col, 1981).

Hugson, (1970) demostro que los niveles incrementados de progesterona favorecen el desarrollo de la

Prevotella intermedia.

En la Gltima década los investigadores han encontrado altos niveles séricos de IL-1 y TNF-a en
pacientes con periodontitis severa y sugieren que la enfermedad periodontal induciria un incremento
de estas citoquinas pro-inflamatorias (Socransky y col, 1998; Offenbacher y Zambon, 1996). De
modo, que las bolsas periodontales infectadas podrian considerarse un reservorio tanto de
microorganismos, como de sus productos tdxicos y sus mediadores inflamatorios (Haffajee y

Socransky, 1994; Tanner y col, 1998; Torresyap y col, 2003).
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Estudios mas recientes han demostrado una asociacion estrecha entre la enfermedad periodontal
como factor de riesgo de algunas condiciones sistémicas, como por ejemplo embarazo, partos
prematuros, nifios de bajo peso al nacer, enfermedades cardiovasculares, etc. (Offenbacher y col, 1996)

Los estudios bacterioldgicos mas frecuentemente utilizados hasta el presente para analizar
gérmenes asociados a la salud o enfermedad periodontal son la técnica de microscopia de campo
oscuro y contraste de fases y el cultivo, aislamiento y tipificacion bacteriana. Gracias a los avances en
biologia molecular, contamos con varias técnicas de diagnostico, entre las cuales se impone la técnica
de Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR). Es un metodo rapido y confiable para reconocer
bacterias y util para estudiar asociaciones especificas de microorganismos, ya que muchos de ellos no
pueden ser detectados por los métodos convencionales (Trans y Rudney, 1999; Van Winkelhoff y
Winkel, 2005).

Si consideramos a la periodontitis como una infeccion que constituye un posible factor de
riesgo para el desarrollo de severas patologias sistémicas que compromete la vida del paciente, el
conocimiento y la revision de la composicion bacteriana de las bolsas periodontales conduciria a
mejorar su diagndstico, la aplicacion de un tratamiento adecuado y su prevencion, constituirian un
aporte invalorable para la salud de la poblacion.

Es por ello que nos propusimos estudiar la bacteriologia de las bolsas periodontales de mujeres
embarazadas y no embarazadas de un sector de nuestra comunidad y correlacionar los hallazgos
bacterioldgicos con el diagnostico clinico, 1o que nos permitird recomendar estrategias terapéuticas y
programas preventivos, para mejorar la calidad de vida de las personas.

La elevada prevalencia de las enfermedades gingivo-periodontales y su papel como factor de
riesgo para condiciones sistémicas fisiologicas y patoldgicas de las personas, fueron los marcadores

que motivaron el presente trabajo.
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l.a- Microbiologia periodontal: organizacion de las comunidades bacterianas
Existen evidencias que las enfermedades gingivo-periodontales han sido padecidas por la
humanidad a través de los siglos. En investigaciones arqueolégicas se observaron que una de las
enfermedades prevalentes que padecieron los egipcios, 4000 afios atras, fue una forma de periodontitis
supurativa cronica (Ruffer, 1921).

Gottlieb, (1928) realiz6 la primera descripcion de periodontitis como entidad especifica, en la
que el factor sistémico jugaba un rol etiologico principal. Mayrand en 1985, describio a la
Enfermedad Periodontal como una infeccion polimicrobiana y mixta y que algunas especies
estimularian por sinergia, el potencial de virulencia de otros microorganismos capaces de producir la
enfermedad.

Durante la Gltima década se ha producido un gran avance en la determinacion del papel que
desempefian las diversas especies bacterianas en la progresion de la enfermedad periodontal. Estas
especies predominan en forma constante, en las biopeliculas de las zonas con patologia, incluso se
hace referencia a ellas como agentes patdgenos periodontales. Entre los microorganismos que se
incluyen en este grupo estan: P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T. forsythensis y T.
denticola (Trans y Rudney, 1999; Holt y Ebersole, 2005; Socransky y Haffajee, 2005).

Los estudios realizados por Socransky y col, han demostrado que, por lo general, muchas de

estas especies se presentan conjuntamente en las biopeliculas subgingivales (Socransky y col, 1998).

Maria Matilde Usin 6



Introduccién

Especies de
Actinomyces A.Actinomycetencomitans
V. parvula
= A. odontolyticus
S. mitis
S.sanguis
S. oralis
P. intermedia
P. nigrensis
P. micros
F. nuc. Nucleatum
F. nuc. Vincenti
2 F. periodonticum
~ E. corrodens
C. gingivalis
A. actino.a

Figura 1: Representacion en forma de diagrama de las relaciones entre las especies bacterianas dentro
de los complejos microbianos y entre los complejos, descriptos por Socransky (1998).

El grupo Rojo (P. gingivalis, T. forsythensis y T. denticola) es considerado el complejo mas
significativo en la progresion de la enfermedad periodontal, dado que los miembros de este consorcio
crecen en namero e incidencia proporcional al aumentar los pardmetros clinicos de enfermedad

periodontal (Holt y Ebersole, 2005; Kolenbramder y col, 2002).

Hace mas de dos décadas, Armitage (1982) fue de los primeros en establecer una relacion entre
el porcentaje de espiroquetas en las bolsas periodontales y las determinaciones clinicas de
inflamacion, como el aumento de la placa bacteriana y de exudado gingival, sangrado en el sondaje,
profundidad de la bolsa periodontal y pérdida de insercion del tejido conectivo. Por lo tanto, es clave
comprender las particularidades de las espiroquetas como patégenos oportunistas en su interaccion

con la compleja biopelicula periodontal.
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En el afio 1998 intentaron definir las asociaciones de especies que suceden, in vivo, en las
biopeliculas bacterianas subgingivales y observaron que en ellas deben producirse asociaciones de
especies especificas, ya que éstas se producen regularmente en otros ecosistemas en la naturaleza
(Socransky y col, 1998).

Se reconoci6 que cuando ciertas especies se detectaban en un sitio, era virtualmente seguro que

otras especies también estuvieran alli. Esto se comprob6 analizando los datos de mas de 13.000
muestras de biopelicula subgingival procedentes de 185 individuos con diferentes estados de salud y
enfermedad periodontal (Socransky y col, 1998). Las asociaciones entre todos los pares de especies
fueron determinadas segun diferentes coeficientes de semejanza y sometidas al analisis por grupos
(clusters analysis). Estos resultados estadisticos reforzaron la hipotesis de que existian distintos
complejos de microorganismos en las biopeliculas subgingivales. Posteriormente, los datos fueron
examinados con nuevos test mas confiables. Los resultados de estos analisis confirmaron los
complejos descriptos por Socransky y sugieren una relacion entre cada uno de los integrantes de la
compleja comunidad de la biopelicula subgingival. Los complejos especificos estan relacionados con
su habitat en términos de salud / enfermedad, las caracteristicas clinicas locales y los antecedentes
sistemicos del anfitrion (Socransky y col, 1998, 2005; Holt y Ebersole, 2005).

Las especies que constituyen los complejos también parecen estar distribuidas en diferentes regiones
de la bolsa periodontal o el surco gingival.

La siguiente figura esta tomada de publicaciones de Kigure y col (1995) y Noiri y col (2000) y

muestran las regiones del area subgingival que parecen estar enriquecidas por especificos complejos

microbianos.
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Figura 2: Seccion histologica de placa
bacteriana subgingival humana tefiida con azul
toluidina —azul de metileno.

- - La superficie del diente esta a la
,"LlcOmmejoNaranja_—..{a izquierda, y el revestimiento epitelial de la
- i bolsa periodontal, a la derecha. La placa

' P bacteriana adherida a la superficie dentaria se
aprecia hacia la parte superior derecha del
corte, en tanto que puede observarse una
segunda zona de microorganismos revistiendo
la pared de la bolsa periodontal. (Kigure y col,
1995)

D=0 === DT CW

S —co—aogy

Durante mas de 100 afios, cada generacion de microbidlogos a llegado a la misma conclusion:
que la microbiota subgingival de los individuos con periodoncio sano difiere de la encontrada en los
pacientes con periodontitis (Lisgarten y Heuden, 1978; Ramberg y col, 1995; Tarnner y col, 1998).

Hasta el momento, no cabe duda de que ciertas especies, como P. gingivalis, T. forsythensis y
T. denticola pueden ser detectadas con mayor frecuencia en los individuos con periodontitis que en
los sanos (Watarabe y Frommel, 1996; Yang y col, 2004).

Holt y col (2005), estudiaron 592 sujetos con periodontitis crénica, y observaron un cambio en
la configuracion de los perfiles microbianos, con el aumento de la gravedad de la enfermedad. Esta
variacion esta particularmente determinada por las especies del complejo rojo, cuya cantidad se eleva
a medida que aumenta la profundidad media de la bolsa periodontal. La profundidad de la bolsa de
una zona guarda una estrecha relacion con la composicion de la microbiota subgingival. Entonces, dos
factores parecen ser criticos: la profundidad de la bolsa periodontal y los parametros

inflamatorios de la bolsa (citoquinas proinflamatorias) (Socransky y Haffajee, 1991).
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I. b- Embarazo y enfermedad Periodontal.

Durante el embarazo la cantidad de hormonas sexuales femeninas aumenta de forma notable, ya
que la placenta comienza a producir estrogenos y progesterona. El nivel de progesterona se eleva a
100 ng/ml, 10 veces la cantidad que alcanza durante la fase latea del ciclo menstrual y las
concentraciones de estradiol en plasma se incrementan hasta 30 veces su valor normal al final del
embarazo (Mariotti, 1999). Los estrogenos regulan la proliferacion celular, la diferenciaciéon y
queratinizacion, estimulan sobre todo la proliferacion de algunos 6rganos reproductores o
relacionados con ellos, mientras que la progesterona influye sobre la permeabilidad capilar, produce
dilatacion y tortuosidad de la microvasculatura gingival, estasis circulatoria, favoreciendo la salida de
fluido a los tejidos perivasculares, alterando la tasa y el patron de producciéon de colageno y el
metabolismo de los folatos (Ganong, 1992).

En 1877 Pinard, registro el primer caso de gingivitis del embarazo. Numerosos estudios
confirman, que entre el 30 y 100% de las embarazadas presentan gingivitis (Jensen y col, 1981; Cohen
y col, 1971; Raber-Durlacher y col, 1994) que se caracteriza por eritema, edema, hiperplasia y
aumento de la hemorragia gingival. El sector anterior de la cavidad bucal es el méas afectado y los
sitios interproximales tienden a estar alterados (Hugoson, 1970). Un mayor edema en los tejidos lleva
a un aumento de la profundidad de sondaje y un incremento transitorio de la movilidad dentaria
(Lindhe y Branemark, 1967; Moore y Moore, 2001). Estas manifestaciones clinicas de inflamacion se
acenttan a partir del 2do y 3er mes de embarazo por la superproduccion de gonadotropinas coridnicas
detectadas en sangre circulante y alcanzando su maximo en el 8vo mes, cuando los valores de
estrogenos y progesterona son los mas altos (Loe y Silness, 1963; Parodi y Dominguez, 1970).

Hugoson y col. (1970) explicaron que la dilatacion de la microvasculatura gingival, es el

resultado de los niveles incrementados de progesterona que favorece el filtrado de liquido intercelular
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al tejido perivascular, modificando la calidad del flujo gingival. Otros autores (EI-Ashiry y col, 1970),
postulan que la respuesta inflamatoria es el resultado del aumento hormonal que produce alteracién
del metabolismo tisular, destruccién de los mastocitos gingivales y la liberacion de histamina y de
enzimas proteoliticas. Durante la gestacion existe una depresion de la respuesta de los linfocitos T
maternos que pueden ser considerados un factor de la respuesta histica alterada por la placa (O"Neil,
1979). Korman y Loesche (1980) observaron que la composicion de la placa bacteriana subgingival,
se modifica durante el embarazo. Postularon que microorganismos anaerébicos, como P. intermedia
pueden emplear hormonas ovaricas como factor de crecimiento, reemplazando a la vitamina K y se

cree que estos patogenos intervienen en el aumento de la tendencia a la hemorragia gingival.

I. c-Diagnostico clinico y microbioldgico de la enfermedad periodontal.

En medicina, la microbiologia clinica se utiliza para el diagnostico y la planificacion del
tratamiento. Existen diversas pruebas diagndsticas que pueden aplicarse en la evaluacion de los
pacientes con enfermedad periodontal. La técnica de campo oscuro nos brinda la posibilidad de
estudiar la estructura y distribucion de la flora microbiana, permite detectar la morfologia y motilidad
de los gérmenes hallados, pero no permite conocer si los mismos son aerobios 0 anaerobios
(Lisgarten, 1976; Schenkein, 1999).

Las bacterias que pueblan la bolsa periodontal son variadas, pero solo unas pocas pueden ser
cultivadas en vitro, aunque por procedimientos lentos y laboriosos. Desafortunadamente muchas
bacterias y muy importantes por su capacidad patogénica, no se recuperan in vitro. En sintesis, estos
métodos de laboratorios son tediosos, requieren mucho tiempo y los resultados no alcanzan a

responder todas las preguntas que el problema plantea, tales como los microorganismos identificados
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que expresan o no los mecanismos de virulencia que permitan asociarlos a la patologia instalada.

En los ultimos afios, la biologia molecular tuvo extraordinarios adelantos que constituyen los
pilares del conocimiento de las ciencias biomédicas. Las nuevas técnicas de clonado y caracterizacion
de genes han permitido la identificaciobn de numerosos genes especificos de microorganismos

infecciosos, abriendo una posibilidad interesante para el estudio de patégenos putativos periodontales.

En la actualidad existen varias técnicas biomoleculares, que permiten identificar
microorganismos en forma rapida y eficiente. Una de ellas es la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR). La misma se basa en la amplificacion de secuencias especificas de ADN, el cual puede ser
detectado en infimas cantidades de material bioldgico (Ashimoto y col, 1996; Savit y col, 1990). La
deteccidn y tipificacion de las bacterias periodontales estudiadas en bolsas de diferente profundidad,
utilizando técnica de PCR fue descripta por Parodi (2001), Slots (1995) entre otros autores. Los datos
revelan que los patdgenos (P. intermedia, T. forsythensis, T. denticola, A. actinomycetemcomitans y
P. gingivalis) considerados responsables de la etiopatogénia de las enfermedades periodontales, se
encuentran en mayor proporcion en bolsas profundas, mientras que en las bolsas playas no son tan
frecuentes.

Estas pruebas resultan especialmente Utiles, en pacientes con periodontitis crénica o agresiva
que no responden adecuadamente al tratamiento convencional mecanico. El analisis microbioldgico
brinda informacion que puede ayudar a los clinicos a elegir las estrategias de tratamiento mas
eficaces, pero no es necesario para diagnosticar la mera existencia de gingivitis o periodontitis.

Se ha demostrado que el tratamiento periodontal basico detiene la actividad de la enfermedad en
la mayoria de los pacientes adultos con periodontitis cronica, en especial cuando se combina con

decuados cuidados de mantenimiento (Haffajee y Socransky, 2000). Pero en algunos casos, puede
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producirse una escasa respuesta al tratamiento; en los que la enfermedad se denomina, periodontitis
refractaria, o también en aqueéllos con periodontitis agresiva.

Para algunos tipos de periodontitis, como la juvenil, la enfermedad puede reactivarse hasta en
un 25 % de pacientes durante el afio que sigue a la terapia activa (Mombelli y col, 1994). Se ha
identificado A. actinomycetemcomitans como un factor de riesgo microbiano para la mala respuesta

al tratamiento, y se asocia la persistencia del microorganismo con la recidiva de la enfermedad en la
periodontitis juvenil localizada (Kiley y Host, 1980). La escasa respuesta al tratamiento en adultos con
periodontitis se ha relacionado con algunas especies bacterianas, como la asociacion de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis y T. forsythensis, después del desbridamiento mecanico
periodontal, no presentan mejoria en el sangrado al sondaje gingival, en la profundidad de las bolsas,
y el nivel de insercidn clinica (Shiloah y col, 1998; Slots y Ting, 1999).

También se ha hallado relacion entre la pérdida activa de insercion periodontal en pacientes en
mantenimiento y la persistencia de P. gingivalis, P. intermedia y A. actinomycetemcomitans, entre
otras (Albander y col, 1990; Tanner y col, 1984).

Los indicios disponibles muestran que ciertos complejos microbianos estan asociados con una
escasa respuesta al tratamiento y con la actividad de la enfermedad periodontal en curso o recurrente
en pacientes suceptibles (Tanner y col, 1979). Los pacientes con periodontitis refractaria al
tratamiento o con periodontitis agresivas, se pueden beneficiar del estudio microbiologico, al
identificar la presencia y las concentraciones de las bacterias que pueden constituir el objetivo de un
préximo tratamiento, en especial cuando se considera la terapia complementaria con antibioticos

sistemicos (Socransky y col, 2002; Van Winkelhoff y Winkel, 2005).
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I1- OBJETIVOS

Il. a- OBJETIVOS GENERALES

Identificar mediante la Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans), Porphyromona gingivalis (P. gingivalis),
Prevotella intermedia (P. intermedis), Tannerella forsythensis (T. forsythensis) y Treponema
denticola (T. denticola), en bolsas periodontales de mujeres embarazadas y no embarazadas con
cambios gingivales clinicos, que asisten al Hospital Materno Provincial de la Ciudad de Cérdoba, a

los efectos de correlacionar la presencia de dichos patdgenos con la severidad de la enfermedad.

I1. b- OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Relacionar la presencia de los patégenos P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, P.
intermedia, T. forsythensis, T. denticola en las bolsas periodontales de diferente profundidad
con los diferentes trimestres del embarazo.

» Asociar la presencia de los patdgenos identificados, en las bolsas de cada condicién analizada,
(gingivitis, periodontitis leve y grave) con el tipo de respuesta inflamatoria de la pared blanda.

> Relacionar la presencia de los patégenos putativos periodontales y sus asociaciones con los
diferentes parametros clinicos.

» Comparar los hallazgos en mujeres embarazadas, con los resultados encontrados en mujeres no

embarazadas, portadoras de la misma condicién periodontal.
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I11- MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se dividié en tres etapas, una primera parte clinica, en la cual se realizé el
examen periodontal, diagnostico clinico y recoleccién de las muestras bacteriol6gicas. La segunda
etapa consistio en el procesamiento de la muestras en el laboratorio, deteccion vy tipificacion de los
patdégenos periodontales estudiados mediante técnica molecular de Reaccién en Cadena de la

Polimerasa (PCR). Y por ultimo con los datos obtenidos se realizo el andlisis estadistico.

I11. a-PRIMERA ETAPA: CLINICA

Se estudiaron 150 pacientes embarazadas de 18 a 40 afios de edad, en diferentes estadios del
embarazo, que concurrieron al Hospital Maternidad Provincial de la ciudad de Cordoba, para control
ginecoldgico periddico. Ademas se tomaron muestras de 50 mujeres no embarazadas (grupo control)
que no ingieran anticonceptivos orales. Todas las pacientes firmaron su aceptacion de participar en el
trabajo.

El criterio de seleccién incluyd pacientes que presentaban signos de inflamacién gingival, no
haber recibido tratamiento periodontal en los Gltimos dos afios y ser sistémicamente sanas. El examen
periodontal se realiz6 utilizando sonda periodontal (PerioWise) y consistio en evaluar, profundidad de
sondaje de las bolsas periodontales (PS), nivel de insercion clinica (NIC), indice de Placa de Silness y
Loe e Indice Gingival de Lée y Silness ( Tabla 1) y la caracteristica clinica de la pared blanda de la
bolsa. Segun la consistencia de la pared blanda de la bolsa periodontal, se clasificaron como
edematosa y no edematosas.

La profundidad de sondaje es la distancia presente desde el margen gingival hasta la profundidad de la
bolsa periodontal, mientras que el nivel de insercion clinica se mide desde el limite amelocementario

al fonde de la bolsa.
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Tabla 1: Criterios aplicados para el estudio del Indice Gingival de Loe y Silnes e Indice de

Placa de Silness y Loe.

Material y Métodos

INDICE GINGIVAL DE LOE Y SILNESS

INDICE DE PLACA DE SILNESS Y LOE

0 Encia normal, sin cambio de color, ni
hemorragia

1 Inflamacion leve, ligero cambio de color,
pequefia alteracion de superficie. No
hemorragia

2 Inflamacion moderada,
enrojecimiento, hinchazon, hemorragia
al sondaje

3 Inflamacion ~ fuerte  enrojecimiento
intenso hinchazén hemorragia
espontanea

Ausencia de placa

Pelicula fina de placa en el borde
gingival, sélo reconocida frotando la
sonda

Moderada cantidad de placa en el
borde gingival y espacios
interdentarios. Placa visible

Abundante placa en el borde gingival
y espacios interdentarios Placa
visible

Se seleccionaron bolsas periodontales de las caras proximales, mesiales y distales de elementos

dentarios anteriores, superiores e inferiores y se las clasificaron segun la profundidad de sondaje: 2 —4

mm, 5- 6mm.y >7 mm, y de acuerdo a la perdida del nivel de insercién clinica NIC 0, que se

corresponde con diagnostico de gingivitis; NIC 1 a 4mm, periodontitis leve; y NIC mayor a 5mm,

equivalente a periodontitis grave.

La toma de las muestras de placa subgingival se realizé de acuerdo con la técnica propuesta por

Slots en 1995, que se modifico con la confeccion de placas guias de acrilico termoformadas a partir de

un modelo de yeso del paciente, cuya finalidad fue la de permitir la introduccidn de varias puntas de

papel en el mismo sitio de la bolsa periodontal (Parodi y col, 2001).
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En la primera consulta se selecciond el sitio del elemento dentario donde luego se realiz6 la
toma de la muestra, en primer lugar, se tomo impresion con alginato y se confecciona un modelo de
yeso del paciente. Posteriormente, a partir del modelo, utilizando laminas flexibles de 0,6mm de
espesor para Termoformadora Vacupres, se obtuvo una placa de acrilico que se recort6 y perford en los
sitios elegidos para la toma de la muestra y se le realizé un canal que permitid la insercién de vario

conos de papel con la misma angulacion y en el mismo sitio de la bolsa periodontal.
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Figura 3: Medicién de la profundidad de la Figura 4: Confeccion de placa guia de acri
bolsa periodontal seleccionada para la toma de lico termoformada a partir del modelo de yeso
la muestra del paciente

En la segunda sesion, previo a la toma de la muestra, con gasa estéril se elimind la placa
supragingival. A continuacién se colocé la placa guia y se introdujo un cono de papel estéril N° 40
para eliminar las bacterias de los 2/3 superiores de la bolsa. Luego se introdujeron seis puntas de papel
absorbente estéril N° 40 hasta la profundidad de la bolsa durante 15 segundos, con movimiento de
cateterismo y se colocaron en un tubo Eppendorf (1,5ml) estéril para ser conservados a 4° C hasta su

procesamiento.

Las muestras se clasificaron de acuerdo a la profundidad de la bolsa, al nivel de insercién

clinica, segun el trimestre del embarazo y de acuerdo a la consistencia de la encia.
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Figura 5: colocacion de la placa guia en la Figura 6: toma de la muestra con cono de
cavidad bucal papel esteril n° 40

I11.b-SEGUNDA ETAPA: BACTERIOLOGICA

1-Extraccion del ADN: Se agreg6 200pul de agua estéril a los tubos Eppendorf, que contenian

los conos impregnados con material de la bolsa periodontal. Se incub6 a 37° C durante 10 minutos y
se centrifugd a 14.000 g durante 5 minutos. En el sobrenadante obtenido se verificd la presencia de

ADN visualizado con luz ultravioleta, en gel de agarosa al 0,8% tefiido con bromuro de etidio.

2-Amplificacion: Una vez confirmada la presencia de ADN en las muestras clinicas, en primer
lugar se amplifica una secuencia especifica y altamente conservado del gen 16S rRNA de 960 pb para
identificar bacterias Gram negativas. El gen de 16S rRNA esta presente en todas las bacterias y es
altamente conservado en las especies. La deteccion de esta secuencia por PCR es un método
particularmente valioso para detectar microorganismos que no pueden ser cultivados o no facilmente

distinguibles en cultivo.
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Se realizd PCR utilizando oligonucledtidos especificos para amplificar cada especie de
periodontopat6genos de nuestro interés. A continuacion se muestran las secuencias especificas de
cada par de oligonucledtidos para cada especie y se indica el tamafio del fragmento producido por
PCR.

Tabla 2: Tamafios de los productos amplificados en pares de bases (pb) para cada especie

bacteriana
TAMANO DEL
PATOGENO BACTERIANO SECUENCIA ESPECIFICA DE PRODUCTO
PRIMERS PARA PCR (5’---3”) AMPLIFICADO en pb
Fragmento Universal GATTAGCGAATGTGCTCATTTACAT 960 pb
CCCGGGAACGTATTCACCG
A. actinomycetemcomitans AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTC 557 pb
ATGCCAACTTGACGTTAAAT
T. forsythensis GCGTATGTAACCTGCCCGCA 641 pb
TGCTTCAGTGTCAGTTATACCT
P. gingivalis AGGCAGCTTGCCATACTGCG 404 pb
ACTGTTAGCAACTACCGATGT
P. intermedia TTTGTTGGGGAGTAAAGCGGG 575 pb
TCAACATCTCTGTATCCTGCGT
T. denticola TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT 316 pb

TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA

La reaccion de amplificacion se realizd con 10ul de DNA en 40ul de mezcla de reaccion que
contiene 5ul de buffer de PCR 10x , 25 mM (milimolar) de MgCl, (Promega), 1,25 U de Taq polimerasa
(Promega), 0,2 mM de cada dNTPs (Pharmacia). La reaccion de amplificacion se realizd en un
termociclador Perkin Elmers Cetus.

El perfil térmico de amplificacion para T. forsythensis, P.gingivalis y T.denticola incluy6 una
desnaturalizacion inicial de 95 °C durante 2 min, seguidos por 36 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por
30 s, etapa de complementaridad de primers a 60°C por 1 min y una extension a 72 °C por 1 min con una
extension final de 72 °C por 2 min. El programa de temperaturas para A.actinomycetemcomitans, y

P.intermedia incluyo una etapa inicial a 95 °C por 2 min, seguido de 36 ciclos de 94 °C por 30s, 55 °C
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de 1 miny 72 °C por 2 min y una etapa final de 72 °C por 10 min.
Cada muestra se realizd por duplicado y en cada reaccion se agreg6 un tubo sin DNA como control
negativo de la reaccion y un tubo que contiene DNA de organismos aislados de cultivo donadas por el
laboratorio de bacteriologia del Hospital Reina Fabiola (Universidad Catolica de Cérdoba).

Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1,6 %. Se tifieron con bromuro de
etidio y se fotografiaron bajo luz ultravioleta. Un marcador de tamafio molecular indica el tamafio del

producto de amplificacion en el gel (Perkin Elmers 100bp).

1234567 89101112

— 1000 nb
— 500pb

—— 100 pb

Figura 7: Gel de agarosa al 1,6% tefiido con bromuro de etidio donde se observa los productos de
amplificacion obtenidos por PCR especificas de P. intermedia (Pi), A. actinomycetemcomitans (Aa), T.
denticola (Td), P. gingivalis (Pg) y T. forsythensis (Tf), en la linea 12 se ubica el marcador de peso
molecular 100bp (PROMEGA).Linealy 2 Pi;3y4Pg;5y 6 Aa; 7y 8 Td; 9y 10 Tf; linea 11: testigo
positivo de bacterias Gram (-) (Shigella flexneri).
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I11. c-TERCERA ETAPA: ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos se analizaron con los siguientes métodos estadisticos.

1)-Anélisis de Agrupacién: Se analizaron de a pares de gérmenes (10 pares) y se registro el
numero de casos concordantes positivos (ambos gérmenes del par positivos), el nimero de casos
concordantes negativos (ambos gérmenes del par ausentes) y el total de casos concordantes
observados( positivos + negativos). El total de concordantes esperados por azar (en funcién de la
prevalencia de los gérmenes en la muestra), el coeficiente kappa de concordancia no casual, el
coeficiente Phi de la correlacion nominal entre dos gérmenes (ausencia o presencia) y su significacion
estadistica (p) que puede leerse como una medida de aproximacion o distancia entre gérmenes.

2)-Cluster _Analysis _para el analisis Jerarquico de Grupos: a partir de los resultados

anteriores, se realizo mediante el método binario de Sokal-Eneth transformado a una escala 0-100%,
un dendrograma de similitud o aproximacion de gérmenes. Esto permite una representacion espacial
del grado proximidad/distancia entre los gérmenes dentro de cada cluster y la distancia entre los
distintos clusters.

3)-Asociacion univariada: se establecid asociacion univariada de cada uno de los gérmenes

con un valor extremo de cada parametro clinico de interes:

v" Nivel de Insercién Clinica (NIC ) se clasificé en mayor o igual a 5mm.

v' Diagnéstico Clinico: Periodontitis Grave ( se correlaciona con NIC > 5mm)

v’ Profundidad de sondaje (PS): mayor o igual a 6mm.

v' Indice de Placa de Loe v Silness (IP): 2

v Indice Gingival de Silness y Loe (1G):2
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Ademas se consider6 la edad de la paciente y en el caso de las embarazadas el trimestre de gestacién

4)-Prueba de Pearson del Chi Cuadrado para analizar la asociacion de cada germen con el
estado de interés de cada variable clinica. Se probo el incremento de la prevalencia de la enfermedad a
través de la adicion de factores de riesgo independientes (edad, trimestre de embarazo P gingivalis, T
forsythensis, T denticola, A actinomycetemcomitans y P intermedia). Se establecié un valor Alfa de
5% (>0.05) para declarar significacion estadistica.

5)-Odds Ratio crudo (OR) e Intervalo de confianza (IC: 95%) respectivo, con aproximacion

al riesgo relativo de enfermedad en pacientes con versus sin el factor. Se entiende por enfermedad el

contexto de cada parametro clinico. EI Odss Ratio puede interpretarse como la probabilidad de
enfermedad cuando el factor de riesgo se halla presente en referencia a cuando esta ausente.

6)-Regresion Logistica Multiple: se determina cuél es el peso o riesgo relativo de cada factor
por si solo e independiente del estado de los restantes. Para ello se ingresaron simultdneamente todos
los factores a un modelo multivariado de riesgo, sin técnica de seleccion escalonada y de ese modo se
estimé el Odss Ratio ponderado o ajustado (ORp) e intervalo de confianza (IC 95%). Se obtuvo
una idea aproximada de cémo cambia el riesgo de enfermedad a medida que se suman o restan
aritméticamente los factores de riesgo significativos(edad de la mujer, trimestre de gestacion, P

gingivalis, P intermedia, A actinomycetemcomitans, T forsythensis y T denticola).
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IV- RESULTADOS

El andlisis incluyé un total de 150 mujeres embarazadas y 50 no embarazadas que dieron su
consentimiento firmado para participar en el proyecto de investigacion. La edad promedio +
desviacion estandar en la muestra de mujeres embarazadas fue de 26+5.7 (rango 16-38 afios) y las no
embarazadas fue de 27.6+5.6 afios (rango17-36).
El 22% de las embarazadas tenian mas de treinta afios, y el 36% de las no embarazadas eran mayores

de 30 afios.

EDAD DE LA PACIENTE

Embarazada No Embarazada

. 22% ‘36%

[ Mayor de 30 [ Menor o igual a 30

78%

Figura 8: Distribucion de mujeres embarazadas y no embarazadas segun la edad

Segun el trimestre del embarazo la distribucién de las pacientes embarazadas corresponden: 35
pacientes (23.3%) al primes trimestre, 72 pacientes (48%) al segundo trimestre y 43 pacientes (28.7%)

se encuentran en el tercer periodo de gestacion.
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e 2do: 72 pacientes (48%)
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Figura 9: Distribucion de embarazadas de acuerdo al trimestre de gestacion.

Resultados

En las mujeres embarazadas se observaron 126 muestras (84.5 %) cuya consistencia de la encia

era a predominio edematosa y 24 (16 %) no edematosa. En el total de la muestra se observaron los 5

patogenos estudiados presentes en: P. intermedia: 3.3%, P. gingivalis: 39.3%, T. denticola: 34% A.

actinomycetemcomitens: 3.3% y T. forsythensis: 21.3%.

Mientras que en las 50 pacientes no embarazadas el 82% (41 muestras) presentaban pared

blanda edematosa y solo el 18% (9 muestras) no edematosa. También se observaron las 5 bacterias

estudiadas: P. intermedia: 6%, P. gingivalis: 22%, T. denticola: 34%, A. actinomyetemcomitens:

6% y T. forsythensis: 42% (Tabla 1).

Tabla N° 3: Distribucion de las bolsas periodontales de acuerdo a la consistencia de la pared

blanda

CONSITENCIA DE LA ENCIA

EDEMATOSA NO
EDEMATOSA
EMBARAZADAS 84 % (n=126) 16 % (n=24)
(n=150)
NO EMBARAZADAS 82 % (n=41) 18% (n=9)
(n=50
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Tabla 4: Porcentaje de patdgenos periodontales, P. gingivalis (Pg), T. denticola (Td), A.
actinomyetemcomitens (Aa), P.intermedia (Pi) y T. forsythensis (Tf), en mujeres embarazadas y

no embarazadas.

DISTRIBUCION DE PATOGENOS

Pg Td Aa Pi Tf
EMBARAZADAS 39.3% 34% 3.3% 3.3 1.3%
NO 22% 34% 6% 6% 42%

EMBARAZADAS

De acuerdo a la profundidad de sondaje en las bolsas menores a 4mm de profundidad se
detectd la presencia de algunas de las bacterias estudiadas solo en una muestra, del total de 77
muestras, de bolsas de 2 a 4mm, correspondientes a embarazadas (67 muestras) y no embarazadas (10
muestras).

En bolsas de profundidad de sondaje mayor a 5mm se identificaron por PCR las 5 bacterias
estudiadas, en todos los trimestres del embarazo, como asi también en las no embarazadas.

Tabla 5: Distribucion de muestras y porcentaje de bacterias detectadas en mujeres

embarazadas y no embarazadas segun la profundidad de sondaje.

NUMERO DE MUESTRAS % BACTERIAS
PROFUNDIDAD NO NO
DE LA BOLSA EMBARAZADAS EMBARAZADAS EMBARAZADAS EMBARAZADAS
2 —-4mm 67 10 1,4% 0%
5 -6mm 68 30 85,1% 81,5%
+7mm 15 10 92,3% 100%
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Las bolsas periodontales se clasificaron de acuerdo a la consistencia de la pared blanda en edematosas
y no edematosas. En ambas P, gingivalis, T. forsythensis y T. denticola fueron las méas frecuentes,
mientras que P. intermedia y A. actinomycetemcomitans se encontraron en menor proporcion.
La distribucién de las especies bacterianas parece independiente del periodo de gestacion

Tabla 6: Distribucion bacteriana acorde al trimestre de gestacion y la consistencia tisular

de la bolsa periodontal.

BOLSAS EDEMATOSAS BOLSAS NO EDEMATOSAS
N: 126 N:24
Pi Aa Pg Tf Td Pi Aa Pg Tf Td
1R TRIMESTRE 1 2 0 15 7
2 P° TRIMESTRE 17 7 12 1 4 3 6
3*RTRIMESTRE 2 14 10 14 13 2 2

P. intermedia (Pi), A. actinomycetemcomitans (Aa), P.gingivalis (Pg),T. forsythensis (Tf) y T. denticola(Td)

Bolsas edematosas Bolsas no edematosas

%

Y 35/

2,97

1,57

0,91

Ller trim. 2do trim. 3er trim. ler trim. 2do trim. 3er trim.

BP0 Aac BPg OBf O Td P OAac BPg OBf OTd
P. intermedia (Pi), A. actinomycetemcomitans (Aa), P.gingivalis (Pg),T. forsythensis (Tf) y T. denticola(Td)

Figura 10: Composicion microbioldgica de las bolsas periodontales profundas edematosas y no
edemtosas en los diferentes periodos del embarazo
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Los resultados del analisis de asociacion de a pares de gérmenes se muestran en la tabla7, donde
se puede apreciar concordancia estadisticamente significativa (p<0.01), con coeficiente de proximidad
phi alto (de 0.18 a 0.56) y coeficiente Kappa > 0.40 entre: T. denticola /P. gingivalis, T. denticola/T.
forsythensis y P. gingivalis/T. forsythensis en las muestras de las 150 mujeres embarazadas,
evidenciandose que el porcentaje de concordancia observada supera a la esperada al azar, en funcion de
la prevalencia de los gérmenes en la muestra. En las 50 mujeres no embarazadas se registré asociacion

significativa entre T. forsythensis / T. denticola.

Tabla 7: Analisis de asociacién entre los gérmenes identificados por PCR en las bolsas

periodontales de mujeres embarazadas y no embarazadas.

£ . Similitud o
Pares de Gérmenes Concordancia proximidad
Total Frecuencia K%
(+)n (-)n Observada esperada Kappa @ (phi) p
n% n%
EMBARAZADAS
P intermedia / A actinomy 1 140 141 (94) 139 (92.6) 19 0.15 0.0633
P intermedia / P gingivalis 3 88 91 (60.6) 90 (60) 2 0.04 0.5851
P intermedia / T.forsythen 1 114 115 (76.6) 115 (76.6) 0 -0.02- 0.8049
P intermedia / T denticola 2 96 98 (65.3) 98 (65.3) 0 0.0 >0.9999
A actinomyc / P gingivalis 3 89 92 (61.3) 90 (60) 3 0.08 0.3360
A actinom /T.forsythensis 2 116 118 (78.6) 116 (77.3) 6 0.09 0.2775
A actinomy / T denticola 4 99 103 (68.6) 99 (66) 8 0.18 0.0244
P gingivalis/T.forsythensis 23 83 106 (70.6) 84 (56) 33 0.36 <0.0001
P gingivalis / T denticola 39 80 119 (79.3) 81 (54) 55 0.56 <0.0001
T.forsythensis/ T denticola 23 92 115 (76.6) 89 (59.3) 43 0.44 <0.0001
NO EMBARAZADAS

P intermedia / A actinomy 1 45 46 (92) 44 (88) 33 0.29 0.0398
P intermedia / P gingivalis 1 37 38 (76) 37 (74) 8 0.07 0.6250
P intermedia / T.forsythen 0 26 26 (52) 28 (56) 76 -0.21 0.1285
P intermedia / T denticola 0 29 29 (58) 31(62) -11 -0.19 0.1803
A actinomyc / P gingivalis 1 37 38 (76) 37 (74) 8 0.07 0.6250
A actinom /T.forsythensis 1 27 28 (56) 28 (56) 0 -0.04 0.7538
A actinomyc / T denticola 1 30 31(62) 31(62) 0 -0.01 0.9209
P gingivalis/T .forsythensis 3 21 24 (48) 27 (54) -13 -0.16 0.2625
P gingivalis / T denticola 5 26 31(62) 29 (58) 10 0.10 0.4595
T.forsythensis/ T denticola 24 13 37 (74) 26 (52) 46 0.46 0.0012

Concordancia: (+) se refiere a la cantidad de muestras que concordaron con ambos gérmenes positivos, (-) cantidad de
muestras que concordaron con ambos gérmenes negativos; total observada: sumatoria de concordancias (+) y (-)
observadas en la muestra, descripta en cantidad de pacientes y porcentaje respectivo entre paréntesis; total esperada:
sumatoria de concordancias esperadas por simple azar; Kappa: coeficiente de concordancia estadistica mas alla de la
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casualidad, expresada en porcentaje.
Similitud o proximidad phi: coeficiente de correlaciéon nominal entre dos gérmenes (presencia / ausencia), de acuerdo a
analisis jerarquico de grupos (Hierarchical Cluster Analisis) por método binario de Sokal-Sneath.

A partir de los resultados obtenidos en el andlisis de asociacion entre los 5 gérmenes
identificados por PCR se realiz6 el Analisis Jerarquico de Grupos (Cluster Analysis). En el dendograma
confeccionado de la muestra de mujeres embarazadas se observaron dos complejos. Uno formado por P.
gingivalis, T. forsythensis, T. denticola y el otro por P. intermedia, A. actinomycetemcomitans. En
el dendograma obtenido a partir de la muestra de las no embarazadas se observan dos grupos de
gérmenes, con diferente asociacion bacteriana a los ya definidos en las mujeres embarazadas. Uno de los
grupos esta formado por T. forsythensis y T. denticola mientras que el otro por P. intermedia y A.
actinomycetemcomitans. P gingivalis podria presentar un comportamiento dependiente del estado de

gravidez de la mujer.

Andlisis Jerarquico de Grupo

Embarazadas No Embarazadas
Tannerella forsythensis— Treponema denticola—]
Treponema denticola:l_ Tannerella forsythensis

Porphyromona gingivalis Porphyromona ainaivalis

A actinomycetemcomitans A. actinomyceteiicomitans ]

Prevotella interamedia Prevotella interrmedia

0.00 0.12 025 0.37 0.49 0.00 0.14 0.29 0.43 0.57

Distancia: (Coeficiente Phi (1-(S+1)/2)) - No
Distancia: (Coeficiente Phi (1-(S+1)/2)) -

Figura 11: Dendograma del analisis de conglomerados para identificacion de complejos de

gérmenes en las bolsas periodontales realizado sobre mujeres embarazadas y no embarazadas
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ASOCIACIONES DE LOS CINCO PATOGENOS CON LOS PARAMETROS CLINICOS

En la tabla N° 8 se observan los resultados obtenidos del analisis univariado con respecto al
diagnéstico clinico de periodontitis grave, que corresponde a Nivel de Insercion Clinica > 5 mm. En las
mujeres embarazadas se puede apreciar que la presencia de P. gingivalis, T. denticolay T. forsythensis
se encuentra asociada (p<0.01) a NIC > 5 por lo que podrian resultar indicadores de riesgo de
periodontitis grave. Siendo los porcentajes de mujeres embarazadas con NIC > 5 con P. gingivalis
57.6% y 6.6 sin P. gingivalis, con T. forsythensis 54% versus 13% sin T. forsythensis y 64.5% con .T.
denticola mientras que sin T. denticola 16.8%.

En el analisis multivariado P.gingivalis y T. denticola resultarian ser indicadores de riesgo de
periodontitis grave, viéndose incrementado el riesgo de esta patologia, 14 veces en presencia de P.
gingivalis (ORp=14.59) y aproximadamente 5 veces en presencia de T. denticola (OR p=4.98).

Relacionando la edad de la paciente y el trimestre de gestacion a través del analisis univariado,
no se observo diferencia estadisticamente significativa con periodontitis grave. Mientras que en el grupo
de mujeres no embarazadas T. forsythensis y T. denticola resultarian indicadores de riesgo para
periodontitis grave.

Los porcentajes de mujeres no embarazadas con NIC > 5, en los cuales se detecto T. denticola
fue del 72.2% versus 25% sin T denticola y T. forsythensis en el 71.4% de los casos versus el 20.7%
sin T forsythensis. En el analisis multivariado T. forsythensis resultd ser posible indicadoror de riesgo
de periodontitis grave, viéndose el riesgo incrementado 39 veces en presencia de dicho patdgeno

(ORp=39.5).
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Tabla 8: Identificacion de indicadores de riesgo significativos para el diagnostico de periodontitis

Grave, en embarazadas y no embarazadas.

Frecuencia
Indicadores de _ del Periodontitis Grave o saelelen
. indicador > Asociacién independiente
Riesgo en la NIC 2 5mm univariada multivariada
muestra
con el sin el
n (%) indicador indicador p ORCc (IC95%) ORp (1C95%) P
n (%) n (%)
EMBARAZADAS
Edad (=30) 33(22) 9 (27,3)- 31 (26,5) 0.9290 1.04 (0.4-2.4) 0.72 (0.2-2.6) 0,6225
2° 0 3° trimestre 115 (76,7) 34 (26,6) 5(16,1) 0,1456 2.03 (0.8-5.2) 0.44 (0.1-1.6) 0,2182
embarazo
P. gingivalis 59(39,3) 34 (57,6) 6(17,1) < 19.2 (7.5-49.7) 14.6(4.2-50.6) <
0,0001 0,0001*
T. denticola 31 (20,7) 20 (64,5) 20 (16.8) < 9.0 (3.8-21.4) 4.98 (1.6-1.5) 0,0044
0,0001
T. forsythensis 50 (33,3) 27 (54) 13 (13) < 7.86 (3.5-17.4)  1.51 (0.5-4.6) 0,4701
0,0001
A.actinoyicetemcomitans 5( 3,3) 3 (60) 37 (25,5) 0,0865 4.38(0.8-23.1) 4.18 (0.4-41.2) 0,2208
P. intermedia 6 (4) 4 (66,7) 36 (25) 0,0237 6.0 (1.2-29.4) 11.83 (1.3- 0,0301
110)
NO EMBARAZADAS
Edad (=30) 18 (36) 10 (55.6) 11 (34.4) 0.1452 2.39 (0.7-7.6) 0.59 (0.1-4.0) 0.5881
P. gingivalis 11 (22) 8 (72.7) 13 (33.3) 0.0194 5.33(1.3-21.7) 27.58 (2.1- 0.0114
36.0)
T. denticola 18 (36) 13 (72.2) 8 (25.0) 0.0012 7.80 (2.2-27.5) 5.24(0.8-36.2) 0.0931
T. forsythensis 21 (42) 15 (71.4) 6 (20.7) 0.0003 9.58 (2.7-33.9) 39.5(3.2-48.4)  0.0040
A.actinomycetemcomitans 3(6) 2 (66.7) 19 (40.4) 0.3719 2.95(0.4-24.2) 1.53 (0.0- 0.8608
184.4)
P. intermedia 3(6) 1(33.3) 20 (42.5) 0.7538 0.68 (0.1-5.5) 3.34 (0.02- 0.6471
587.2)

NIC: Nivel de insercidn clinica ( distancia desde el limite amelocementario al fondo de la bolsa)

*Indica indicadores independientes significativos de riesgo de periodontitis grave, es decir que son indicadores que

independientemente de la presencia de otros factores representaria una probabilidad significativa de enfermedad

P: significacion estadistica, mediante prueba Chi- Cuadrado para el anélisis univariado y por analisis de regresién logistica

multiple para el andlisis multivariado.

ORc (I1C95%): cociente de probabilidad e intervalo de confianza del 95% respectivo que representa el riesgo de
periodontitis grave en presencia del indicador respecto a la ausencia del mismo. Calculado a partir de productos cruzados a
partir de tablas de contingencia 2x2.
ORp (1C95%): cociente de chance ponderado e intervalo de confianza del 95% respectivo que representa el riesgo de
periodontitis grave en presencia del indicador respecto a la ausencia del mismo ajustado respecto al riesgo promedio de los

restantes indicadores.
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Figura 12: Distribucion de frecuencias de T. forsythensis (Tf) segun el Nivel de Insercién Clinica
(NIC) en mujeres no embarazadas y T. denticola (Td) / P. gingivalis (Pg) en embarazadas

Como lo expresa la tabla N° 9 y la figura N° 13 , en el andlisis multivariado de mujeres
embarazadas con bolsas de profundidad mayor a 6mm, se registr6 como posibles indicadores de
riesgo significativos (p<0.01) la edad de la paciente y la presencia de P. gingivalis. La profundidad de
sondaje de la bolsa periodontal podria incrementarse 4 veces cuando la edad de la madre sea mayor a
30 afios (ORp=4.55, p=0.0022) y 3 veces en presencia de P. gingivalis (ORp=3.19, p=0.0136).

El andlisis de asociacion en mujeres no embarazadas no registrd diferencia estadisticamente

significativa entre ninguno de los indicadores de riesgo evaluados y la profundidad de sondaje.
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Tabla 9: Identificacion de indicadores de riesgo significativos para Profundidad de Sondaje de

bolsa Periodontal > 6 mm en embarazadas y no embarazadas.

Frecuencia
Indicador de _ de Profundidad de Sondaje -  ASCEECIR
. indicador > Asociacién independiente
Riesgo enla 26mm univariada multivariada
muestra
con el sin el
n (%) indicador indicador p ORc (IC95%) ORp (1C95%) p
n (%) n (%)
EMBARAZADAS

Edad (=30) 33 (22)- 21 (63.6)- 43 (36.7) 0.0058 3.01(1.4-6.6) 4.55(1.7-12.0) 0,0022
2° 0 3° trimestre 115 (76,7) 52 (45.2) 12 (34.3) 0,2522 1.58 (0.7-3.4) 0.67 (0.2-1.8)  0,4206
embarazo

P. gingivalis 59(39,3) 40 (67.8) 24 (26.3) < 5.88 (2.9-11.9) 3.19(1.3-8.0) 0,0136

0,0001
T. denticola 31 (20,7) 34 (68) 30 (30) < 4.96 (2.4-10.2) 2.43(0.9-6.5) 0,0766
0,0001
T. forsythensis 50 (33,3) 22 (70.9) 42(35.3) 0,0003  4.48(1.9-10.4 2.26 (0.8-6.5)  0,1304
A.actinomycetemcomitans | 5( 3,3) 3 (60) 61 (42) 0,4254 2.07 (0.4-10.8) 0.36(0.04-3.6) 0,3792
P. intermedia 6 (4) 5(83,3) 59 (40.9) 0,0398  7.20(1.1-45.1) 11.57 (1.1- 0,0438
125.0)
NO EMBARAZADAS

Edad (=30) 18 (36) 11 (61.1) 10 (31.2) 0.0400 3.46(1.1-11.2) 3.18(0.7-13.9) 0.1256
P. gingivalis 11 (22) 6 (54.5) 15 (38.5) 0.3398 1.92 (0.5-7.1) 1.70 (0.3-8.5)  0.5171
T. denticola 18 (36) 11 (61.1) 10 (31.2) 0.0400 3.46(1.1-11.2) 2.20(0.4-7.4) 0.2955
T. forsythensis 21 (42) 11(52.4) 10 (34.5) 0.2057 2.09 (0.7-6.4) 1.75(0.4-7.4)  0.4457
A.actinomycetemcomitans 3(6) 2 (66.7) 19 (40.4) 0.3719 2.95(0.4-24.2) 3.97(0.1-97.9) 0.3991
P. intermedia 3(6) 2 (66.7) 19 (40.4) 0.3719 2.95(0.4-24.2) 4.79(0.3-81.9) 0.2799

*Indica indicadores independientes significativos de riesgo de profundidad de sondaje mayor a 6mm, es decir que son
indicadores que independientemente de la presencia de otros factores representaria una probabilidad significativa de
enfermedad P: significacion estadistica, mediante prueba Chi- Cuadrado para el analisis univariado y por analisis regresién
logistica multiple para el analisis multivariado.
ORc (1C95%): cociente de probabilidad e intervalo de confianza del 95% respectivo que representa el riesgo de profundidad
de bolsa mayor a 6mm en presencia del indicadoror respecto a la ausencia del mismo. Calculado a partir de productos
cruzados a partir de tablas de contingencia 2x2 ORp (1C95%): cociente de probabilidad ponderado e intervalo de confianza
del 95% respectivo que representa el riesgo de profundidad de bolsa mayor a 6mm en presencia del indicador respecto a la
ausencia del mismo ajustado al riesgo promedio de los restantes indicadores.
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Figura 13: Distribucion de P. gingivalis (Pg) segun la Profundidad de sondaje (PB) de la bolsa

periodontal en relacion con la edad de las mujeres (= 30 afios) embarazadas

La consistencia de la encia en ambos grupos estudiados, no se identifico como indicador de
riesgo estadisticamente significativo, por lo tanto no se realiz6 el analisis multivariado.

indice de placa de Silness y Loe (IP): en mujeres embarazadas, el analisis multivariado
demostrd persistencia de indicadores de riesgo de Indice de Placa >2, la edad de la paciente y la
presencia de P. gingivalis. La edad de la madre mayor a 30 afios podria aumentar 6 veces el riesgo de
indice de Placa >2 (ORp= 6.36, p=0.0037) y con P. gingivalis el riesgo aumenta 5 veces (ORp=4.92,
p=0.0328). En mujeres no embarazadas se observo baja frecuencia de IP > 2, solo 4 de ellas (8%)

presentaron IP2, por lo tanto el analisis multivariado no se realizo.
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Tabla 10: indice de placa de Silness y Le >2, en embarazadas y no embarazadas (Se detallan la

frecuencia de los indicadores de riesgo en la muestra y las frecuencias de IP> 2 con y sin el

indicador).
Frecuencia
i de Asociacion
Indicador de indicador indice de Placa = 2 Asociacion independiente
Riesgo en la univariada multivariada
muestra
con el sin el
n (%) indicador indicador p ORc (IC95%) ORp (1C95%) p
n (%) n (%)
EMBARAZADAS
Edad (=30) 33 (22)- 9 (27.3)- 10 (8.5) 0.0043  4.01(1.5-10.7) 6.36(1.8-22.2) 0,0037
2° 0 3° trimestre 115 (76,7) 14 (12.2) 5 (14.3) 0,7422 0.83(0.3-2.4) 1.7 (0.4-6.9) 0,4533
embarazo
P. gingivalis 59(39,3) 15 (25.4) 4(4.4) 0,0002 7.41(2.4-225) 4.92(1.1-21.3) 0,0328
T. denticola 31 (20,7) 7 (22.6) 12 (10.1) 0,0624 2.60(0.9-7.1) 0.86(0.2-.3.3) 0,8301
T. forsythensis 50 (33,3) 12 (24.0) 7(7.0) 0,0032 4.20(1.6-11.2) 2.93(0.7-12.7) 0,1506
A.actinomycetemcomitans 5( 3,3 3 (60) 61 (42) 0,4254 2.07 (0.4-10.8) 0.08 (0.003-3) 0,1772
P. intermedia 6 (4) 5(83,3) 59 (40.9) 0,0398  7.20(1.1-45.1) 6.46(0.7-58.3) 0,0966
NO EMBARAZADAS
Edad (=30) 18 (36) 3(16.7) 1(3.1) 0.0902  6.20 (0.8-46.1)
P. gingivalis 11 (22) 2(18.2) 2(5.1) 0.1587  4.11 (0.6-27.3)
T. denticola 18 (36) 2(11.1) 2(6.2) 0.5431 1.88 (0.3-119)
T. forsythensis 21 (42) 2(9.5) 2 (6.9) 0.7354 1.42 (0.2-9.0)
A.actinomycetemcomitans 3(6) 1(33.3) 3(6.4) 0.0953  7.33(0.7-73.0)
P. intermedia 3(6) 1(33.3) 3(6.4) 0.0953  7.33(0.7-73.0)

*Indica indicadores independientes significativos de riesgo de indice de Placa 2, es decir que son indicadores que
independiente de la presencia de otros factores representaria una probabilidad significativa de enfermedad P: significacion
estadistica, mediante prueba Chi- Cuadrado para el analisis univariado y por andlisis de regresion logistica multiple para el
analisis multivariado. ORc (IC95%): cociente de probabilidad de intervalo de confianza del 95% respectivo que representa
el riesgo de indice de Placa 2, en presencia del indicador respecto a la ausencia del mismo. Calculo a partir de productos
cruzados a partir de tablas de contingencia 2x2
ORp (1C95%): cociente de probabilidad ajustada e intervalo de confianza del 95% respectivo que representa el riesgo de
indice de placa 2, en presencia del indicador respecto a la ausencia y al riesgo promedio de los restantes indicadores.
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Figural4: Distribucion de frecuencias de Indice de Placa de Silness y Lde en relacion a la ausencia
y presencia (edad > 30 y/o P gingivalis) en mujeres embarazadas

El indice Gingival (IG) de Loe y Silness > 2, en el analisis multivariado se registr6 como
indicadores de riesgo independientes la presencia de T. denticola, P. gingivalis y P. intermedia en
mujeres embarazadas. La presencia de P gingivalis podria aumentar 7 veces el riesgo de IG >2
(ORp=7.34, p=0.0270), T denticola incrementaria 6 veces (ORp=6.39, p=0.0232) y P. intermedia 51
veces el riesgo de presentar IG>2 (ORp=51.6, p=0.0008).

En el grupo de pacientes no embarazadas no se identificaron indicadores de riesgo, estadisticamente

significativo, por tanto no se realiz6 el anélisis multivariado.
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Tabla 11: Identificacion de indicadores de riesgo significativos para Indice Gingival de

Loe y Silness (IG): 2 en embarazadas y no embarazadas (Se detallan la frecuencia de cada

indicador en la muestra y las frecuencias de 1G: 2 con y sin el indicadoror).

Frecuencia
] ) de B Asociacion
Indicador de riesgo | indicador Indice Gingival 2 2 Asociacion independiente
en la univariada multivariada
muestra
Con el Sin el
n(%) indicador n indicador P ORc (IC95%)  ORp (IC95%) P
(%) n(%)
EMBARAZADAS

Edad (=30) 33 (22)- 5(15.1) 15 (12.8) 0.7279 1.21(0.4-3.5) 1.60(0.4-6.6) 0,5161

2° 0 3° trimestre 115(76,7) 16 (13.9) 4 (11.4) 0,7050 1.25(0.4-3.8) 1.27(0.3-6.1) 0,7639

embarazo

P. gingivalis 59(39,3) 17 (28.8) 3(3.3) <0,0001 11.87 (3.6- 7.34(1.3- 0,0270
39.6) 43.0)

T. denticola 31 (20,7) 8 (25.8) 12 (10.1) 0,0218 3.10(1.2-8.3) 0.84 (0.2- 0,7935

3.1)

T. forsythensis 50(33,3) 15(30.0) 5 (5.0) <0,0001 8.14 (2.8- 6.39 (1.3- 0,0232
23.2) 31.7)

A.actinomycetemcomitans 5(3,3) 1 (20.0) 19 (13.1) 0,6556 1.66 (0.2- 0.09 (0-7.6) 0,2826
11.2)

P. intermedia 6 (4) 4 (66,7) 16 (11.1) <0,0001 16.0 (3.1- 51.61(5.1-  0,0008
81.6) 518.6)

NO EMBARAZADAS

Edad (230) 18 (36) 3(16.7) 1(3.1) 0.0902 G'i% (f)'g'

P. gingivalis 11 (22) 2(18.2) 2(5.1) 0.1587 4.11 (0.6-
27.3)

T. denticola 18 (36) 2 (11.1) 2(6.2) 0.5431 1.88 (0.3-119)

T. forsythensis 21 (42) 2(9.5) 2 (6.9) 0.7354 1.42 (0.2-9.0)

A.actinomycetemcomitans 3(6) 1(33.3) 3(6.4) 0.0953 7.33(0.7-
73.0)

P. intermedia 3(6) 1(33.3) 3(6.4) 0.0953 7.33(0.7-
73.0)

*Indica indicadores independientes significativos de riesgo de indice Gingival 2, es decir que son indicadores que
independientemente de la presencia de otros factores representaria una probabilidad significativa de enfermedad P:
significacion estadistica, mediante prueba Chi- Cuadrado para el analisis univariado y por anélisis de regresion logistica

multiple para el andlisis multivariado.

ORc (1C95%): cociente de probabilidad e intervalo de confianza del 95% respectivo que representa el riesgo de indice
Gingival 2, en presencia del indicador respecto a la ausencia del mismo. Calculo a partir de productos cruzados a partir de
tablas de contingencia 2x2
ORp (1C95%): cociente de chance ponderado e intervalo de confianza del 95% respectivo que representa el riesgo de
indice Gingival 2, en presencia del indicador respecto a la ausencia del mismo ajustado respecto al riesgo promedio de los

restantes indicadores
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Figura 15: Distribucion de frecuencias del indice Gingival en relacion a la ausencia / presencia de

T. denticola (Td) y/o P. gingivalis (Pg) en embarazadas

De los resultados obtenidos en el presente estudio se observa al comparar ambos grupos, que

existe una asociacion estadisticamente significativa (p<0.05) entre el estado de la paciente (embarazo o

no) y el nivel de insercion clinica, la presencia de T. forsythensis y de P. gingivalis. El porcentaje

de niveles de insercion clinica mayores a 5 y la presencia de T. forsythensis es mayor en mujeres no

embarazadas, mientras que hay mayor presencia de P. gingivalis en mujeres embarazadas.
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Figura 17: Distribucién de T. forsythensis (Tf)en Bolsas Profundas de mujeres embarazadas y no

embarazadas
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Discusion

V- DISCUSION

En 1891 Miller enuncié que la enfermedad periodontal puede influir en las condiciones
sistémicas del individuo. Los investigadores han encontrado altos niveles de componentes pro-
inflamatorios, promovida su liberacion por bacterias orales circulando en plasma, de pacientes con
enfermedad periodontal severa (Socransky y Haffajee, 1992).

Se acepta que las enfermedades periodontales son infecciosas con respuesta modulada por el
huésped e influenciada por factores de riesgos innatos o adquiridos del paciente, pero su iniciacion y
progresion dependen de la presencia de microorganismos capaces de causar la enfermedad. A pesar
de que, alrededor de més de 500 especies de microorganismos, habitan la cavidad bucal, de las bolsas
periodontales se han aislado un pequefio porcentaje de ellos, como verdaderos agentes etioldgicos.

En 1996 un informe de consenso del World Workshop on Clinical Periodontics, concluyé que
las siguientes especies bacterianas, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans y T forsythensis
deberian considerarse como los principales agentes patdgenos periodontales (Offenbacher y Zambon,
1996). Posteriormente Socransky y col. (1998) describieron diversos complejos bacterianos, entre
ellos, el complejo rojo, constituido por P. gingivalis, T. denticola y T forsythensis, que se asocia a
formas avanzadas de periodontitis cronica, e indicaron que existen asociaciones bacterianas
especificas identificables en los distintos habitats.

Se realizaron intentos in vitro, de investigar las interacciones entre las especies bacterianas
(Kolembrander y London, 1993; Onagawa y col, 1994; Roberts y col, 1999) y en el afio 1998 se
procuro definir las asociaciones de especies que suceden, in vivo, en las biopeliculas bacterianas
subgingivales, basandose en que éstas se producen regularmente en otros ecosistemas en la naturaleza

(Socransky y col, 1998).

Maria Matilde Usin 44



Discusion

Por otra parte se observd que cuando ciertas especies se detectaban en un sitio, era seguro que
otras especies también estuvieran alli, lo cual se comprobd analizando muestras de biopelicula
subgingival procedentes de individuos con diferentes estados de salud y enfermedad periodontal

(Socransky y col, 1998).

Durante la Gltima década, se ha producido un gran avance en la determinacion del rol que
desempefian las diversas especies bacterianas en la progresion de la enfermedad periodontal.

Los estudios realizados por Socransky y col. (1998) han demostrado que, muchas de estas especies se
presentan conjuntamente en las biopeliculas subgingivales.

Al momento, éste es el primer trabajo que describe la presencia de asociaciones bacterianas en
mujeres embarazadas y no embarazadas, y se observo la relacion de ciertas especies bacterianas entre
si. En el analisis de asociacion de pares de gérmenes, se detectd asociacion estadisticamente
significativa (p<0.01) y coeficiente de proximidad phi alto (0.18 a 0.56) entre P. gingivalis / T.
forsythensis, P. gingivalis / T. denticola y T. forsythensis /. T. denticola en las pacientes
embarazadas de nuestra comunidad, diferente a los resultados observados en el grupo de mujeres no
embarazadas, registrando asociacion estadisticamente significativa entre P intermedia / A.
actinomycetemcomitans y T. denticola / T. forsythensis.

Otros investigadores han observado la relacion entre las especies del complejo rojo. Gmur y col
(1989) mostraron que existia una fuerte relacion entre T forsythensis y P gingivalis en las muestras
de placas subgingivales recogidas en diferentes profundidades de la bolsa periodontal, de pacientes de
ambos sexos con periodontitis cronica. Analizando conjuntamente estos microorganismos se
comprobd que existe una relacion potencial entre ellos que permite su colonizacién mutua. Nosotros
observamos asociaciones similares, entre P. gingivalis/ T. forsythensis, en bolsas periodontales de

mujeres embarazadas, con diagndéstico de Periodontitis Grave.
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Simonson y cols., (1988) demostraron una fuerte relaciéon entre P gingivalis y T denticola,
detectadas en bolsas profundas y lesiones periodontales avanzadas. Los datos de estudios
epidemioldgicos realizados sugieren que P. gingivalis puede lograr desencadenar los procesos
patoldgicos de un modo mas eficaz en conjuncién con un consorcio microbiano como T denticola y
T forsythensis (Klein y Goncalves, 2003; Holt y Ebersole, 2005; Yang y col, 2004; Watarabe y
Frommel, 1996).

Los resultados de nuestra investigacion confirman la hipotesis, de que ninguna de las especies
bacterianas por si sola es suficiente para determinar la progresion de la enfermedad periodontal, sino
que los patdgenos de la cavidad bucal, existen a modo de complejos dentro de la matriz de la
biopelicula, y son estos complejos agresivos, l0s que parecen ser necesarios para iniciar el proceso de
enfermedad. Ademas observamos una fuerte asociacion entre P. gingivalis y T. denticola, en
mujeres embarazadas, y podrian considerarse indicadores de riesgo para el desarrollo de Periodontitis
Grave, porgue incrementan la pérdida del Nivel de Insercion Clinica (NIC) mayor a 5 mm. EI NIC
mide la destruccion de los tejidos periodontales y establece la cantidad de soporte periodontal
perdido. Detectamos que en las muestras que ambos patogenos estaban ausentes, la perdida de
Insercion Clinica es menor al 4% , en cambio cuando la asociacion P. gingivalis y T. denticola esta
presente, la perdida del NIC se incrementaba en un 60% de las pacientes embarazadas.

En mujeres no embarazadas, la presencia de T. forsythensis podria considerarse posible
indicador de riesgo para Periodontitis Grave, ya que su presencia aumenta el riesgo 39 veces (ORp=
39.5). En més del 70% de las pacientes no embarazadas que presentan NIC > 5 mm se identifico por
PCR la presencia de T. forsythensis.

En concordancia con nuestras observaciones, Kesavalu y col (1998) mostraron que una

infeccion polimicrobiana de T denticola/ P gingivalis en ratones, es significativamente mas virulenta
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que la infeccién con cada uno de los microorganismos por separado. Mas especificamente, la adicion
de T denticola a P. gingivalis aument6 las propiedades de destruccion tisular de P gingivalis y
disminuyé significativamente la dosis de P gingivalis necesarias para producir enfermedad, con
aumento significativo de pérdida de los tejidos periodontales.

Yoneda y col. (2003) han estudiado los efectos de las infecciones mixtas por P gingivalisy T

forsythensis en un modelo murino de absceso. La combinacién de estos dos microorganismos mostro
un efecto sinérgico sobre la formacion del absceso. Esta coinfeccion de P gingivalis y T.
forsythensis ocasiono la formacion de abscesos mas graves, que con la monoinfeccion de una de las
dos especies. El grupo rojo fue considerado el complejo mas virulento en la progresion de la
enfermedad periodontal, dado que los miembros de este consorcio crecen en numero e incidencia al
aumentar los parametros clinicos de enfermedad periodontal (Kolembrander y col, 2002).

Nuestros resultados coinciden con la observacion de otros autores, en que la profundidad de la
bolsa periodontal, guarda estrecha relacion con la composicion de la microbiota subgingival.
(Torresyap y col, 2003). Se demostré que todas las especies del complejo rojo aumentaron de forma
significativa al aumentar la profundidad de la bolsa periodontal. En el grupo de embarazadas, se
observo que la presencia de P. gingivalis favoreceria el incremento en la profundidad de sondaje. P.
gingivalis posee factores de virulencia (lipopolisacaridos, proteasas, proteinas de membrana externa,
productos metabdlicos derivadas, etc) que le permiten adherirse a diversos tejidos, invadir las células
y multiplicarse, produciendo la destruccion del tejido conectivo y 0seo.

Las bolsas periodontales mas profundas tienen una mayor area de superficie epitelial a la que
pueden adherirse bacterias como P. gingivalis (Amano, 2003).

De igual modo concordamos con los datos publicados, referentes a que la presencia de

inflamacion gingival, afecta la composicion de la microbiota en ese sector. Los miembros de los
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complejos rojo (P. gingivalis, T. forsythensis y T. denticola) y naranja (P. intermedia) se
encuentran en cantidades elevadas en las areas que sangran durante el sondaje periodontal, lo que se
considera un indicador clinico de inflamacion periodontal (Amano, 2003). Estas especies pueden
beneficiarse porque estdn mas cerca de la fuente nutricia, ya que el liquido crevicular gingival en esta
circunstancia, puede estar enriquecido por los productos derivados de la degradacién tisular,
favoreciendo el crecimiento de muchas de las especies anaerdbicas como P. gingivalis y T. denticola.

Los hallazgos en el grupo de embarazadas, en las que se identifico la presencia de P. gingivalis,

T. denticola y P. intermedia, podrian relacionarse con el riesgo de indice Gingival de Loe y Silness
en mayor o igual a 2, lo que se traduce clinicamente como un incremento del grado de inflamacién de
los tejidos gingivoperiodontales.

Renvert y col. (1996) intentaron relacionar los pardmetros microbioldgicos con el éxito del
tratamiento periodontal. Durante 5 afios se trataron 12 pacientes con el objetivo de identificar
A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis, P.intermedia, y correlacionar los cambios microbioldgicos
con los parametros clinicos. Se observo una significativa relacion entre la pérdida de insercion clinica
y la presencia de asociaciones de especies bacterianas en la biopelicula subgingival, determinando que
P. gingivalis y T. forsythensis aumentan el riesgo de desarrollar periodontitis grave y reduce las
posibilidades de éxito del tratamiento. Similares resultados fueron observados en nuestra
investigacion; es decir demostramos que la presencia de P. gingivalis y T. denticola incrementarian
el riesgo de pérdida de insercidn clinica, lo que aumentaria el riesgo de desarrollar periodontitis grave
en mujeres embarazadas; mientras que en las no embarazadas, T. forsythensis, podria considerarse
factor predisponente para desarrollar Periodontitis Grave. Tanner y col. (1984; 1998) describieron que

T. frosythensis se aislaba con frecuencia junto con P. gingivalis en casos de periodontitis grave.
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Otro parametro analizado fue la edad de la mujer; observamos que las mujeres embarazadas
mayores de 30 afios podrian tener mayor riesgo de desarrollar bolsas mayores a 6 mm de profundidad,
riesgo que incrementa al asociarse con la presencia de P. gingivalis.

Datos bibliograficos evidencian que la prevalencia de P. gingivalis en la placa subgingival se
relaciona con la edad del paciente. En los pacientes con periodontitis, este patégeno aumenta en
numero, acorde la edad (Kawada y col, 2004).

Los hallazgos de este estudio evidenciaron que la técnica biomolecular de Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR) fue adecuada para describir la presencia o ausencia de los cinco patdégenos:

P. gingivalis, T. forsythensis, P. Intermedia, A.actinomycetemcomitans y T denticola.

Resulto de interés observar en el estudio que se presenta, que las mujeres gestantes evidenciaron en
sus bolsas periodontales la prevalencia de P. gingivalis. En tanto en los controles no embarazadas fue
mas prevalerte T. forsythensis. Este hallazgo que se consideraria original no ha sido comunicado
segun la literatura consultada.

La mayoria de los autores que trabajaron este tema, entre ellos Hugson, 1970; Jensen y col, 1981;
Kornman y Loéesche, 1970; Raber-Durlacher y col, 1994, opinan que el estradiol y la progesterona
pueden ser sustitutos de menadiona (vitamina K), utilizado como factor de crecimiento esencial para
P. intermedia, pero no para P. gingivalis. Esta diferencia, encontrada en la composicion de la
microbiota de embarazadas, es muy posible que sea imputable al hecho de que aunque esos autores
estudiaron mujeres embarazadas con diagndstico de gingivitis, sin pérdida de insercion de los tejidos
periodontales de soporte, ninguno de ellos especifico datos relacionados con la profundidad de
sondaje de las muestras analizadas.

En el estudio que se presenta se tuvo especial cuidado en especificar la profundidad de sondaje de

todos los elementos dentarios analizados de todas las pacientes, cuyas bolsas periodontales
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promediaron 6mm, lo que podria explicar la presencia de este patégeno de virulencia conocida.
Asimismo se ha reconocido un aumento de P. gingivalis entre la 21 y 27 semana de gestacion, si bien
no fue estadisticamente significativo (Offenbacher y col, 1998).

No observamos diferencias estadisticamente significativas entre la consistencia de la encia y la
composicion de la microbiota periodontopatica, en ninguno de los grupos de pacientes evaluadas,
presentando ambos predominio de pared blanda de la bolsa periodontal edematosa.

De acuerdo a los resultados obtenidos en nuestra poblacion, podriamos concluir que el
embarazo potencia la respuesta de los tejidos periodontales al biofilm de placa dental. Este cambio
hormonal fisiologico asociado a enfermedades gingivoperiodontales, favoreceria la severidad de la
patologia, acentuando los sintomas clinicos, como hemorragia, edema, halitosis, movilidad y podria
incrementar la pérdida de soporte periodontal y la profundidad de la bolsa. Esto lleva a la pérdida de
los elementos dentarios afectados y por consiguiente a la pérdida de la salud y funcién masticatoria,
afectando la estética bucal del paciente con el consiguiente dafio psicologico que podria ocurrir.
Ademas, la alta prevalencia de las patologias que afectan a los tejidos gingivales y periodontales en

nuestra poblacion joven, hace imperiosa la necesidad de realizar estudios epidemiolégicos con el fin
de aplicar programas, que nos permitan actuar a nivel de salud publica.

La microbiologia clinica periodontal puede desempefiar un papel en el disefio de terapias
efectivas y en el control de la eficacia del tratamiento. .

El analisis microbiano en periodoncia apunta a, seleccionar individuos con mas probabilidades
de beneficiarse de la terapia sistémica antimicrobiana complementaria. ElI conocimiento de la
microflora ayuda a los profesionales a elegir el tratamiento antibiético mas apropiado de acuerdo con
la composicién de la microflora subgingival. Esto podria contribuir a minimizar el empleo excesivo

de agentes antibacterianos potentes y la aparicién de resistencias bacterianas, a detectar la transmision
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horizontal y vertical de agentes patdgenos periodontales entre los miembros de una familia y ayuda a
determinar el punto final del tratamiento periodontal activo y a establecer los intervalos para los

cuidados periodontales de mantenimiento (Mullally y col, 2000).
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VI-CONCLUSIONES:

»  Las enfermedades gingivoperiodontales son polimicrobianas y mixtas, por lo tanto ninguna de las
especies bacterianas por si sola es suficiente para determinar la progresion y/o severidad de la
enfermedad periodontal, sino que dichas especies existen asociadas entre si, a modo de complejos
dentro de la matriz de la biopelicula, y son los responsables del proceso de enfermedad.

»  En mujeres embarazadas, se observd una asociacion estadisticamente significativa (p<0.01) con
un coeficiente de proximidad phi alto (0.18 a 0.56) entre P. gingivalis/T. forsythensis, P. gingivalis/T.
denticola y T. forsythensis/T. denticola. En las mujeres no embarazadas, la asociacion que observamos
es entre P. intermedia/A. actinomycetemcomitans y T. denticola/T. forsythensis.

»  La profundidad de la bolsa periodontal guarda estrecha relacién con la composicion de la
microbiota subgingival. Se demostré que las especies del complejo rojo, principalmente P. gingivalis
incrementan la profundidad de sondaje en mujeres gestantes. La asociacion P gingivalis—profundidad
de bolsa no mostro diferencia significativa en mujeres no embarazadas.

»  La composicion de la microbiota subgingival se modifica en zonas que presentan signos de
inflamacion gingival, los miembros de los complejos rojo y naranja (P. gingivalis, T. denticola y P.
intermedia) se encuentran en cantidades elevadas en las areas que presentan hemorragia durante el
sondaje periodontal.

»  Existe estrecha relacion entre la pérdida de insercion clinica y la presencia de los patégenos
detectados en la placa subgingival. La asociacion entre P. gingivalis y T. denticola, en embarazadas
podria incrementar el riesgo de desarrollar periodontitis grave y reduce las posibilidades de éxito del
tratamiento. En mujeres no embarazadas, la presencia de T. forsythensis podria predisponer a la
pérdida de los tejidos de soporte periodontal.

»  Enlamicrobiota de las mujeres gestantes de la comunidad estudiada, prevalece principalmente el
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desarrollo de P. gingivalis y en las no embarazadas T. forsythensis. P. gingivalis podria presentar un
comportamiento dependiente del estado de gravidez de la mujer. La distribucion de las especies
bacterianas parece independiente del periodo de gestacion.
>  Laedad de la embarazada podria ser considerada como factor de riesgo que afecta la severidad
de la lesion. En embarazadas mayores de 30 afios se detectdé aumento de P. gingivalis.
»  Laenfermedad periodontal es considerada un factor de riesgo para el embarazo lo que conduce
a la necesidad de realizar estudios epidemiologicos con el fin de implementar programas de
diagnostico, prevencion, y tratamiento de la enfermedad en embarazadas, que nos permitan brindar

soluciones a la problematica de nuestra comunidad.
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VII-RESUMEN

El embarazo no causa gingivitis. Las patologias gingivoperiodontales reconocen una etiologia
bacteriana, representada por un biofilm que asienta sobre un huésped modificado, por el aumento de
las hormonas sexuales femeninas, que facilita el crecimiento selectivo de patdégenos periodontales.

Las hormonas actian como factores de crecimiento que satisfacen los requerimientos de los
anaerobios Gram negativos, favoreciendo el desarrollo del biofilm propio de la embarazada.

Nos propusimos conocer mediante PCR, la distribucion y asociaciones bacterianas de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T.forsythensis, T. denticola, en bolsas
periodontales de embarazadas y no embarazadas, que asisten al Hospital Materno Provincial de
Cordoba, a los efectos de correlacionar la bacteriologia con la severidad de la enfermedad

Se examinaron 150 pacientes embarazadas en diferentes estadios del embarazo y 50 mujeres no
embarazadas, de 18 a 40 afios. Se seleccionaron bolsas periodontales y se las clasificaron segun la
profundidad de sondaje, pérdida de insercion clinica, diagndstico clinico, y consistencia de la encia

La toma de las muestras de placa subgingival se realiz6 segun la técnica propuesta por Slots
(1995), modificada con la confeccion de placas guias de acrilico, cuya finalidad es permitir la
introduccién de varias puntas de papel en el mismo sitio de la bolsa. Se extrajo ADN y se
amplificaron secuencias del gen 16S rRNA

De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluye que las enfermedades
gingivoperiodontales son polimicrobianas y mixtas; las especies bacterianas se asocian entre si, a
modo de complejos, potenciando su capacidad patogénica y se incrementan bacterias anaerobias
Gram negativas responsables del aumento de la inflamacion. Prevaleciendo en mujeres gestantes
estudiadas el desarrollo de P. gingivalis y en las no embarazadas T. forsythensis.

El embarazo podria potenciar las manifestaciones clinicas de las patologias periodontales, lo

que conduce a la necesidad de implementar programas de diagnostico, prevencion y tratamiento.

Maria Matilde Usin 56



VIII- Summary

Maria Matilde Usin 57



Summary

VIII-SUMMARY

Pregnancy does not cause gingivitis. Gingivoperiodontal pathologies recognize a bacterial
etiology, represented by a biofilm which it lays on a modified host, due to the increase of female sexual

hormones, which facilitates the selective growth of periodontal pathogens.

Hormones behave as growth factors which meet the requiriments of Gram negative anaerobes,

favoring the development of the pregnant woman’s own biofilm.

Our aim was to know, by means of PCR, the distribution and bacterial associations of A
actinomycetemcomitans, P gingivalis, P intermedia, T forsythensis and T denticola, in the periodontal
pockets of pregnant and non-pregnant women attending at Hospital Materno Provincial in Cordoba, in

order to correlate the bacteriology with the severity of the disease.

150 pregnant patients in different stages of their pregnancy and 50 non-pregnant women,
between 18 and 40 years old, were examined. Periodontal pockets were selected and classified

according to probe depth, loss of clinical attachment, clinical diagnosis and gum consistency.

Subgingival plaque samples were taken according to the technique proposed by Slots (1995),
modified with the making of acrylic guiding plaques, the aim of which being to enable the introduction
of several paper points in the same site of the pocket. DNA was extrated and 16 S rRNA gene

sequences were amplified.

The results obtained show that gingivoperiodontal diseases are polymicrobial, bacterial species
associate between themselves, in compounds, boosting their pathogenic capacity and gram negative
anaerobic bacteria, which cause inflammation, increase. In the pregnant women studied, the

development of P gingivalis prevaited whereas T forsythensis predominated in non-pregnant women.
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Pregnancy could boost the clinical manifestations of periodontal pathologies, which

brings about the need for carrying out diagnosis, prevention and treatment programs.
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