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INTRODUCCION



Enfermedades Periodontales

Las periodontitis son infecciones bacterianas mixtas que conducen a la
destruccion de los tejidos de soporte de las piezas dentarias, incluyendo el
ligamento periodontal y el hueso alveolar. Las bacterias periodontopaticas son
el factor etiolégico primario de las periodontitis, la destruccion de los tejidos
resulta esencialmente de la respuesta inmune del hospedero al desafio
bacteriano. (Holt 2005)

La forma mas frecuente de Periodontitis es la Periodontitis crénica, que
se manifiesta con inflamacion de los tejidos de soporte del diente y pérdida
progresiva del ligamento periodontal y hueso alveolar. Se caracteriza por la
formacion de bolsas con pérdida de insercion que pueden o no acompafarse
con recesion gingival. Puede iniciarse a cualquier edad, pero se la encuentra
mas frecuentemente en adultos. Su prevalencia y severidad aumentan con la
edad. (Annals of Periodontology 1999, Mendoza 2006)

Como en la mayoria de las enfermedades periodontales, el factor
iniciador de la Periodontitis Cronica son las bacterias del biofilm dental, su
manifestacion y progreso esta influenciado por factores que incluyen
caracteristicas propias del sujeto, factores sociales y de comportamiento,
sistémicos, genéticos, dentarios y la composicion microbiana del biofilm. (Nunn
2003)

La etiologia bacteriana de las enfermedades periodontales se ha puesto
en evidencia a través de numerosos estudios que incluyen: a) estudios que
correlacionan las principales formas de gingivitis y periodontitis con la
presencia de placa bacteriana. b) Estudios que correlacionan mejoria clinica
con la eliminacién de microorganismos y c) estudios in vivo e in vitro que
demuestran la relativa virulencia de diferentes bacterias de la placa dental.
(revision en Zambon 1995, Zambon 1996, Socransky 2000,)

El interés por la etiologia bacteriana de la enfermedad periodontal lleva
mas de 100 anos de controversias, entre 1890 y 1920 se dio la llamada “Edad
de Oro de la Microbiologia” en que se establecid la relacion entre bacterias
especificas y distintas enfermedades humanas. Robert Koch desarroll6 los
medios de cultivo y establecié los postulados para los agentes infecciosos.

Algunas bacterias (fusiformes, streptococos, espiroquetas) se asociaron a la



enfermedad periodontal, pero sin medios de diagnostico y de cultivo
adecuados, los tratamientos no resultaron eficaces y declin6 el interés por los
microorganismos como agentes etiologicos de enfermedades periodontales.
Entre 1920 y 1960, los investigadores no se involucraron con microorganismos
y en los trabajos publicados se atribuyé la enfermedad periodontal a otras
causas (defectos constitucionales del huésped, trauma por oclusion, atrofia),
considerando a las bacterias como invasores secundarios. Se aplicaron
alternativas terapéuticas que no resultaron eficaces en el control de las
enfermedades periodontales. (Socransky 1994, Feres 2004)

En la década de 1960 Loe publica los resultados de su “Gingivitis
experimental” (Loe 1965), Keyes y Jordan (Keyes 1964) hallaron transmision
de enfermedad periodontal en animales, Listgarten (Listgarten 1965) demostrd
la presencia de espiroquetas en la Gingivitis Ulcero Necrotizante a través de
microscopia electrénica. Entre 1960 y 1970, los clinicos reconocieron que el
control de la placa era esencial en el tratamiento efectivo de los pacientes
periodontales. Una vez mas las bacterias representaban un rol en la etiologia
de las periodontitis, pero como agentes causales no especificos y los
tratamientos se basaban en un estricto control de la higiene bucal. (Socransky
1994)

Estudios epidemioldgicos sembraron dudas sobre la teoria de la placa
no especifica y desde entonces se trata de identificar las bacterias con
métodos mas efectivos que en la primera época. Asi, Newman (1976 1977) y
Slots (1977) lograron establecer diferencias en la composicion microbiolégica
entre sitios activos de pacientes con Periodontitis Juvenil Localizada y sitios
sanos, Tanner en 1979 y Slots en 1977 diferencian la microbiota de sitios
sanos y periodontitis del adulto. De esta manera se retoma el concepto de
placa especifica hasta llegar a nuestros dias en que se han logrado establecer
diferentes complejos microbianos presentes en las diferentes manifestaciones

de las enfermedades periodontales (Socransky 1998).

Criterios para definir los patégenos periodontales

La identificacion de los patdgenos responsables de la etiologia de las

enfermedades periodontales se ve dificultada por las condiciones particulares

7



de las bolsas periodontales, su topografia hace dificil la obtencion de muestras
representativas y los sitios no estan siempre activos, por lo que el momento de
la toma es crucial para entender la patogenia de la enfermedad.

Son méas de 400 las especies que pueden cultivarse de las bolsas
periodontales de diferentes individuos y entre 30 y 100 especies pueden
encontrarse en un solo sitio, muchas de ellas dificiles o imposibles de cultivar e
identificar. (Socransky 2000)

Por otra parte, es dificil determinar si la presencia de una especie
determinada es causa o efecto de la enfermedad, ya que algunas oportunistas
crecen una vez que la misma se ha instalado.

Otro punto a considerar es la presencia de patégenos en bajo nimero en
bocas libres de enfermedad y la existencia de diferentes cepas, mas o menos
virulentas de un mismo patdgeno.

Los criterios para definir patégenos en enfermedades periodontales se
basaron inicialmente en los postulados de Koch pero fueron corregidos y
ampliados por Sigmund Socransky en 1994. Estos criterios incluyen asociacion,
eliminacién, respuesta del huésped, factores de virulencia, estudios en
animales y factores de riesgo. La discriminaciébn entre patégenos y no
patégenos no se basa en un Unico criterio sino en la evaluacion del “peso de la
evidencia”. (Haffajee 1994, Ezzo 2003)

Bacteriologia de las enfermedades periodontales

Se estima que aproximadamente 700 diferentes especies bacterianas
pueden colonizar la cavidad bucal humana, sin embargo sélo unas pocas son
consideradas importantes en la etiologia de las periodontitis. Los estudios
clinicos han identificado s6lo 10 a 15 especies como potenciales patdégenos
periodontales. (Ready 2008, van Winkelhoff 2002, Holt 2005)

Se han reconocido claras diferencias entre las bacterias encontradas en
surcos gingivales sanos vs. bolsas periodontales. Las bacterias asociadas a
salud gingival son bajas en nimero (10?-10° organismos) y son principalmente
streptococos y actinomyces gram positivos, con un 15% de bacilos gram
negativos. La gingivitis se asocia a un mayor niimero de bacterias (10*-10°%) y

una mayor proporcion de gram negativos. En la periodontitis crénica, aumenta
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el nuimero de bacterias (10° —10°%) y hay una fuerte asociacién con
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia (ex Bacteroides forsythus),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ex Actinobacillus
actinomycetemcomitans) y Treponema denticola. (Williams 1998) (Tabla 1)

A actinomycetemcomitans, P gingivalis y T forsythia fueron designados
como patogenos periodontales en el World Workshop in Periodontics en 1996
(Annals of Periodontology 1996), basandose en la evaluacion del “peso de la
evidencia” que examiné factores como la asociacién de las especies con la
enfermedad, el efecto de la eliminacidén/supresion de las especies en el
progreso de la enfermedad, la produccion de factores de virulencia que
pudieran relacionarse a la patogénesis de la enfermedad, la produccion de una
respuesta de anticuerpos durante la infeccion periodontal, el efecto de las
especies en modelos de experimentacion animal y el riesgo de progreso de la
enfermedad en individuos con sitios colonizados por niveles elevados de estas
especies.

El World Workshop también formulé una lista con los patégenos
putativos periodontales para los que el “peso de la evidencia” era menos
concluyente, esta incluyo: Prevotella intermedia, Prevotella melaninogenica,
Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros, Eubacterium ssp,

Treponema denticola y Campilobacter rectus, entre otros.

Tabla 1 Bacterias especificas asociadas a Enfermedades Periodontales (Annals of
Periodontology 1:928, 1996)

Fuerte evidencia etioldgica
Actinobacillus actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivalis
Bacteroides forsythus

Moderada evidencia etiologica
Campylobacter rectus
Eubacterium nodatum
Fusobacterium nucleatum
Prevotella intermedia
Peptostreptococcus micros
Streptococcus intermedius-complex
Treponema denticola




Desde que la microbiota subgingival fuera observada por Van
Leeuwenhoek en 1683 se conoce que es compleja y formada por gran cantidad
de especies bacterianas. Actualmente se sugiere que existe un orden en el que
las bacterias colonizan y que algunas acttan juntas. Por ejemplo, P gingivalis
esta generalmente asociada a T forsythia, éste precederia la colonizacién de P
gingivalis, ya que a T forsythia se lo suele encontrar solo. Basados en este tipo
de observaciones, y aplicando la técnica de checkerboard DNA-DNA
hybridization, Socransky y col. en 1998 publican los Complejos Microbianos,
clasificacion de las diferentes asociaciones bacterianas halladas en pacientes
con y sin periodontitis. (Socransky 1998)

El complejo rojo, formado por P gingivalis, T denticola y T forsythia,
demuestra la mayor asociacién con los parametros clinicos mas significativos
en el diagnéstico de las enfermedades periodontales, como la profundidad de
las bolsas y el sangrado al sondaje. Son bacterias anaerébicas Gram negativas
capaces de expresar numerosos factores de virulencia que les permiten
colonizar los sitios subgingivales, afectar el sistema inmune del hospedero,
invadir y destruir los tejidos periodontales como asi también promover la
respuesta inmunodestructiva del hospedero.

T forsythia, fue descripto por Tanner et al como Bacteroides forsythus
(Tanner 1986), fusiforme, anaerdbico, gran negativo, muchas veces aislado
junto a P gingivalis y luego reclasificado por Sakamoto como Tannerella
forsythia. (Sakamoto 2002).

El complejo naranja, integrado por F nucleatum, P intermedia, P
nigriscens, Peptostreptococcus micros, Campylobacter rectus, C showae, C
gracilis, E nodatum y S constellatus, se asocia también a bolsas profundas y
otros parametros clinicos aunque de manera menos llamativa. Es interesante
destacar la relacion entre complejos. Los datos sugieren que las bacterias del
complejo naranja precederian a la colonizacion de las bacterias del complejo
rojo. B forsythus, P gingivalis y T forsythia raramente son halladas en ausencia
de bacterias del complejo naranja. (Socransky 1998)

A actynomicetemcomitans es una de las bacterias mas relacionadas a
patologias periodontales. Se han publicado trabajos que reconocen su
asociacion a lesiones de periodontitis agresivas y la posterior disminucion de

sus niveles en sujetos tratados exitosamente. También se han estudiado la
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respuesta del huésped, el potencial patogénico de A actinomycetemcomitans a
través de la induccién de enfermedades en animales y su amplio rango de
factores de virulencia. Se lo ha vinculado con formas agresivas de periodontitis
y también con formas crénicas, pero no agrupado con otras especies.
(Socransky 1998, Haffajee 2006, Fine 2006)

Si bien se han identificado las especies bacterianas antes mencionadas
que por el peso de la evidencia se relacionan con la patogénesis de las
enfermedades periodontales, los perfiles microbianos pueden variar mucho
entre individuos con similares caracteristicas clinicas y demograficas. (Umeda
1998, Haffajee 2004, Teles 2006, Herrera 2008)

Métodos para la identificacion de especies bacterianas

La composicion de la microbiota subgingival de periodontitis crénica en
adultos ha sido descripta por cultivo (Moore 1994, Tanner 1998, van Winkelhoff
2002), métodos inmunolégicos (Riviere 1996, Clerehugh 1997, Machtei 1999) y
técnicas moleculares (Socransky 1998, Paster 2001, Kumar 2003, de Lillo
2004).

Los andlisis de cultivos de placa subgingival permitieron identificar
Tannerella forsythia, Campilobacter rectus y Selenomonas noxia asociada a
sitios progresivos de periodontitis temprana. Utilizando sondas de DNA, se
hall6 Porphyromonas gingivalis en sitios con periodontitis progresiva. Estas
especies también se asociaron a periodontitis moderadas y avanzadas.

Las técnicas moleculares de clonacion y secuencia por PCR han
permitido identificar especies que eran raramente o no detectables por métodos
de cultivo. (Tanner 2006)

PCR es una técnica rapida, precisa y sensible para la deteccion de
secuencias de DNA bacteriano. La sensibilidad de PCR en la deteccion de
patbgenos periodontales es mayor que la de los métodos de cultivo,

inmunofluorescencia, tests enzimaticos y sondas de DNA. (Darby 2005)

11



Tratamiento de las enfermedades periodontales

La terapia relacionada con la causa

Llamada también Terapia Bésica, Inicial, Causal o Mecéanica no
quirurgica, es el tratamiento de la inflamacién gingival y periodontal a través de
la remocion mecanica de irritantes de las superficies dentarias y radiculares
hasta que los tejidos blandos adyacentes mantengan o recuperen un estado
saludable sin inflamacion. (Suvan 2005)

Las medidas utilizadas en la fase causal para tratar la enfermedad
periodontal estan dirigidas a la eliminacién y a la prevencién de la recurrencia
de los depdsitos bacterianos supra y subgingivales de las superficies
dentarias. Esto se logra mediante la motivacion e instruccion al paciente sobre
la naturaleza de la enfermedad, su evolucion, pronéstico y tratamiento, la
ensefianza de técnicas de higiene bucal adecuadas, el raspaje y alisado
radicular y la eliminacion de los factores de retencién adicionales para la placa,
como margenes de restauraciones o coronas desbordantes. (Rylader 2000)

El raspaje y alisado radicular es uno de los procedimientos terapéuticos
mas utilizados para el tratamiento de las enfermedades periodontales y ha sido
usado como el “gold standard” al momento de evaluar otras terapéuticas.
(Cugini 2000)

Efecto de la terapia basica periodontal en los parametros clinicos

Se han publicado numerosos trabajos de revision acerca de la terapia
mecénica no quirdrgica para el tratamiento de las enfermedades periodontales.
(Williams 1998, Drisko 2001, Suvan 2005) La mayoria coincide en que el
tratamiento mecéanico tiene un efecto positivo o es eficaz en el tratamiento de
las enfermedades periodontales, con la excepcion de las bolsas de Profundidad
al Sondaje <3 mm en las que puede ocurrir pérdida de insercion. (Faveri 2006)

Luego de la terapia mecéanica, generalmente se reduce la profundidad de
las bolsas periodontales como resultado de contraccién de la encia y ganancia

de insercion clinica. La magnitud de la reduccion de la profundidad al sondaje
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esta relacionada a la profundidad inicial. Para bolsas de 1-3 mm se puede
esperar una reduccion de entre 0.03 a 0.23 mm, aunque muchos trabajos han
encontrado aumento de la profundidad de sondaje luego del raspaje y alisado
radicular (Faveri 2006, Haffajee 2006) En profundidades de 4-6 mm, el raspaje
y alisado radicular resulta en una reduccion de 0.71 a 1.26 mm. Asimismo en
las bolsas de mas de 6 mm de profundidad, la magnitud de la reduccion puede
ser de 1.21 a 292 mm. (Lowenguth 1995, Drisko 2001) Similares
observaciones se han realizado en lo que respecta a la magnitud de la recesion
posterior al raspaje y alisado, encontrandose que se relaciona con la
inflamacion inicial.

Muchos de los beneficios del raspaje y alisado ocurririan durante los 3
primeros meses, luego, los niveles de Profundidad al Sondaje y Nivel de
Insercion Clinica alcanzados se mantendrian en el tiempo, es decir que habria
dos momentos en el proceso en el que la mayoria de los beneficios clinicos vy,
probablemente los microbioldgicos, ocurririan en un periodo breve de tiempo
seguido por un periodo de estabilidad mejorada por terapia de mantenimiento

y cuidados en el hogar. (Cugini 2000)

Efecto de la terapia basica periodontal en los parametros microbioldgicos

La instrumentacion mecanica subgingival induce profundos cambios en
la composicién de la microflora subgingival. Disminuye los organismos Gram—
negativos y aumenta los cocos y bacilos Gram-positivos, un perfil bacteriolégico
mas compatible con salud periodontal. espiroquetas, formas moviles y
Bacteroides reducen su presencia pero no son erradicados totalmente, segun
algunos autores. (Lowenguth 1995)

Uno de los principales objetivos del tratamiento de la periodontitis es
cambiar la microflora subgingival de “patogénica” a “no patogénica” y prevenir
la repoblacién de la placa subgingival por bacterias patdgenas. En la mayoria
de los pacientes, esto puede lograrse a través de un tratamiento que incluye:
remocion de depositos duros y blandos de las superficies radiculares,
modificacion de los habitos de higiene oral, y mantenimiento periddico.

El raspaje y alisado radicular profesional disminuye espiroquetas y

bacilos moviles y patdégenos periodontales como A actinomycetemcomitans, P
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gingivalis y P intermedia, con el consecuente aumento de células cocoides.
Estos cambios en la microflora se acomparfan de una mejora en los parametros
clinicos como hemorragia, profundidad al sondaje y nivel de insercion clinica.
Los beneficios clinicos del raspaje y alisado radicular se deben a la
desorganizacion del biofilm que resulta en la ya mencionada disminucion de
bacterias patégenas y restablecimiento de flora compatible con salud. Sin
embargo estos cambios en el contenido bacteriano parecen ser transitorios,
para sostenerlos es necesario repetir las maniobras de raspaje y alisado
periodicamente durante la fase de mantenimiento. Desafortunadamente, el
intervalo optimo de tiempo para realizar raspaje y alisado a fin de mantener la
microflora subgingival saludable se decide empiricamente y requiere mas
investigacion. Una manera de resolver este problema seria estudiando la
cinética de la repoblacion de las bolsas por bacterias patdgenas luego del
tratamiento. (Shiloa 1996)

Por otra parte, un apropiado y completo debridamiento de sitios con
bolsas profundas es dificil de lograr. (Colombo 2005, Caffesse 1986, Chan
2000)

Ademas, algunos autores destacan que el raspaje y alisado sélo tiene un
efecto limitado sobre ciertas especies patdgenas y que su completa eliminacién
no es posible. (Cugini 2000, Haffajee 1997) Més aun, sitios tratados
exitosamente desde el punto de vista clinico podrian reinfectarse (Cobb 2008).

Estas controversias y las caracteristicas propias de la microflora
subgingival de la poblacion en estudio, motivaron la presente investigacion; en
la conviccibn de que un mayor conocimiento del efecto del tratamiento
periodontal sobre el biofiim de bolsas profundas constituiria un aporte para
mejorar la eficacia de la terapéutica.

Asimismo, la identificacién de asociaciones bacterianas que implicaran
mayor 0 menor riesgo para alcanzar la estabilidad periodontal podria servir
como factor predictivo de la evolucién post tratamiento.

Por ultimo, la evaluacion del efecto del tratamiento a un plazo mayor al
qgue hasta ahora se conoce en nuestro medio, nos permitiria profundizar en el
conocimiento de los probables patrones de repoblacion y, por lo tanto, ajustar

los intervalos de las citas de mantenimiento.
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OBJETIVOS
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Objetivo general

Valorar la eficacia del tratamiento mecanico periodontal en la eliminacion de
bacterias periodontales identificadas por biologia molecular y en los paradmetros
clinicos de bolsas periodontales profundas.

Objetivos especificos

1. Identificar las especies bacterianas P gingivalis, T forsythia, T denticola, A
actinomycetemcomitans y P intermedia presentes en las bolsas
periodontales de pacientes con diagnostico clinico y radiografico de

periodontitis crénica.

2. Evaluar la eficacia inmediata de la terapia mecéanica en la eliminacion de las

bacterias encontradas al momento del diagnéstico.

3. Evaluar el resultado de la terapéutica implementada en la erradicacién de

las bacterias periodontopaticas a largo plazo.
4. Evaluar los resultados clinicos a largo plazo.

5. Conocer si existe un patrén de repoblacion bacteriana a los 12 meses de

seguimiento post tratamiento.
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MATERIALES Y METODOS
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Poblacién y muestra

Pacientes que concurrieron a la Catedra de Periodoncia “A” de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de Cérdoba entre los afios
2003-2004 y a la Catedra de Periodoncia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Buenos Aires (2005-2008), a quienes se les diagnostico clinica
y radiograficamente Periodontitis Cronica y, reuniendo los requisitos planteados
para ser incluidos en el proyecto, consintieron expresamente en participar del
mismo.

En cada paciente se seleccionaron 4 sitios, de caras proximales de
piezas unirradiculares, 1 por cuadrante, para ser sometidos al estudio.

Resultando asi un total de 44 sitios.

Criterios de Inclusion

e Pacientes de ambos sexos, adultos.

e Sistémicamente sanos.

e Diagnostico clinico radiografico de Periodontitis Cronica.

e Con al menos 1 sitio en cada cuadrante, de pieza dentaria unirradicular con

Profundidad de Sondaje 25mm.

Criterios de Exclusion

e Pacientes fumadores.

e Pacientes que hubieran recibido tratamiento periodontal en los ultimos 2
anos.

e Pacientes que hubieran recibido medicacion antibiética en los udltimos 3
meses.

e Pacientes embarazadas.

Disefo del estudio
0 ) 1 semana 3meses 12meses
| TERAPIA BASICA | | |

ggn_sentlme[lt_o Registros clinicos Registros clinicos Registros clinicos
gistros clinicos ; Dia Dia

Radiografias glag. ioléqi bactgériolégico bac?ériolégico
Diag. bacterioldgico acteriologico
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Fase Pre Tratamiento
Registros Clinicos

Se realiz6 Historia Clinica y Ficha Periodontal de todos los pacientes (anexo 1).
En la ficha periodontal se consignaron los siguientes registros:

o Registro de Placa Bacteriana (PB): se observd en forma
directa la presencia o ausencia de placa bacteriana supragingival
utilizando una sonda periodontal. (Hu-Friedy) que se deslizd por la
superficie dentaria. (figura 1) (Carranza 2004)

Figura 1: Deteccion de placa bacteriana en la superficie dentaria.

. Registro de Hemorragia (H): Se comprobé la presencia o
ausencia de hemorragia espontdnea o provocada al sondaje. Se
introdujo una sonda periodontal (Hu-Friedy) en el sitio y una vez retirada
se esperaron 30 segundos a fin de registrar la presencia de hemorragia
si la hubiere. (figura 2)

Figura 2: presencia de hemorragia luego del sondeo.
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o Registro de Supuracion (S): Presencia o ausencia de
exudado purulento utilizando un instrumento romo que se desliza en
sentido apico coronario por la superficie externa de la encia, ejerciendo
una presion suave. (figura 3)

Figura 3: Deteccidn de supuracion.

. Profundidad de Sondaje (PS): es la distancia, expresada en
milimetros desde el margen gingival hasta donde penetra la sonda.
(Armitage 1996) Para su medicion se utiliz6 una sonda periodontal
University of North Carolina (UNC), graduada cada 1 mm (Hu-Friedy).
(figura 4)

Figura 4: medicion de la profundidad al sondaje y de nivel de

insercion clinica.

. Nivel de Insercién Clinica (NIC): es la distancia, expresada
en milimetros, desde el limite amelocementario hasta donde hace tope la
sonda. Se utilizé para su evaluacion una sonda periodontal UNC (Hu-
Friedy).
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Estudio radiografico

Se tomaron radiografias periapicales seriadas con técnica de cono largo

a fin de evaluar la altura y el perfil de las crestas 6seas alveolares.

Seleccion de los sitios

Se eligieron los sitios para ser incluidos en el estudio, los mismos
correspondieron a cualquier cara proximal de una pieza unirradicular, con bolsa

periodontal =25mm, una por cuadrante en cada paciente.

Estudio microbioldgico
Toma de las muestras

En cada uno de los sitios seleccionados para el estudio, se tomaron
muestras de placa bacteriana subgingival segun la técnica propuesta por Slots
(Slots 1995) y modificada por nosotros.

En primer término se elimind la placa supragingival con gasa estéril y
luego se introdujeron 5 conos de papel estériles en forma consecutiva,
realizando movimientos de cateterismo y permaneciendo por 60 segundos
cada uno en la profundidad de la bolsa periodontal. Los conos se colocaron en
tubos Eppendorf y llevados inmediatamente a frio para su conservacion hasta

el procesamiento de las muestras.

Figura 5: Toma de la muestra de placa subgingival con conos de papel estéril.

21



Procesamiento de las muestras

Se realiz6 en la Catedra de Quimica Bioldgica de la Facultad de
Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Cérdoba.

1-Extraccion del DNA: Se agreg6 200ul 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 centrifugé a 14.000 g
durante 5 minutos. En el sobrenadante obtenido se verificd la presencia de
DNA, en gel de agarosa al 0,8% tefiido con bromuro de etidio, visualizado con
luz ultravioleta.

2-Amplificacion: Una vez confirmada la presencia de DNA en las
muestras clinicas, en primer lugar se amplific6 una secuencia especifica y
altamente conservada 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 son facilmente distinguibles en cultivo.

Se realiz6 PCR utilizando oligonucleétidos especificos para amplificar
cada especie de periodontopatégenos de nuestro interés. En la tabla 2 se
muestran las secuencias especificas de cada par de oligonucle6tidos para cada
especie y se indica el tamafo del fragmento producido por PCR.

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

TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA

Tabla 2: Tamafios de los productos amplificados en pares de bases (pb) para cada
especie bacteriana
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La reaccion de amplificacion se obtuvo con 10ul de DNA en 40ul de
mezcla de reaccion que contenia 5ul de buffer de PCR 10x, 25 mM (milimolar)
de MgCI2 (Promega), 1,25 U de Taq polimerasa (Promega), 0,2 mM de cada
dNTPs (Pharmacia). La reaccidon de amplificacion se realizO en un
termociclador Perkin EImers Cetus.

El perfil térmico de amplificacion para T. forsythia, P.gingivalis y
T.denticola incluyé una desnaturalizaciéon 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 incluyd una etapa inicial a 95
°C por 2 min, seguido de 36 ciclos de 94 °C por 30s, 55 °C de 1 miny 72 °C por
2 min y una etapa final de 72 °C por 10 min.

Cada muestra se realizé por duplicado y en cada reaccion se agreg6 un
tubo sin DNA como control negativo de la reaccion y un tubo conteniendo DNA
de organismos aislados de cultivo donados por el laboratorio de bacteriologia

del Hospital Reina Fabiola (Universidad Catodlica de Cérdoba).

1234567 89101112

— 1000 pb
— 500pb

— 100 pb

Figura 6: 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).Linea 1y 2
Pi; 3y4Pg;5y6Aa; 7y8Td; 9y 10 Tf; linea 11: testigo positivo de bacterias Gram
(-) (Shigella flexnert).
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3-Visualizacion: Los productos de PCR se analizaron en geles de
agarosa al 1,6 %. Se tifleron 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).
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Fase de tratamiento

Una vez firmados los consentimientos informados, realizados los
registros clinicos y radiograficos, y tomadas las muestras para el analisis
bacteriologico, se inicid el tratamiento propuesto: terapia relacionada con la
causa.

El mismo consistié en informacién al paciente sobre la naturaleza de la
enfermedad, su prondstico y plan de tratamiento, y la instruccion en técnicas de
higiene oral. Se indicaron los elementos que se consideraron mas adecuados
para cada caso en particular tanto para la higiene de caras libres como
proximales. El objetivo principal de esta fase del tratamiento fue lograr el
compromiso del paciente con el mismo y la adquisicion de destreza para el
control personal del biofilm supragingival.

Seguidamente se procedidé a las maniobras de raspaje y alisado
radicular. Bajo anestesia local, se utilizaron curetas Gracey n° 7/8 (Hu-Friedy) y
cavitador sonico neumatico (KMD). La evaluacién inmediata de la eficacia del
raspaje y alisado radicular se realizdé por medios visuales y tactiles utilizando

sonda periodontal tipo Marquis (Hu-Friedy).
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Fase post tratamiento

Después de 1 semana de realizado el tratamiento, se registraron
nuevamente los indicadores clinicos: Placa Bacteriana, Hemorragia,
Supuracion, Profundidad al Sondaje y Nivel de Insercion Clinica. Se tomaron
nuevas muestras para andlisis bacterioldgico y se reforzd la motivacion en el
control de placa supragingival.

La toma de registros clinicos y bacteriolégicos conjuntamente con el
refuerzo de las técnicas de higiene oral se repitieron a los 3 y 12 meses de

realizada la terapia causal.
Evaluacion del resultado al tratamiento implementado

Segun la American Academy of Periodontology (1993), los signos mas
aceptados como sefial de salud periodontal incluyen la ausencia de signos
inflamatorios como rubor, hinchazon, presencia de exudado y sangrado al
minimo sondaje y mantenimiento de una adherencia epitelial funcional por un
periodo de tiempo.

Sin embargo, la evaluacion de los resultados del tratamiento periodontal
depende en gran medida del criterio de evaluacion elegido.

Para este trabajo se utiliz6 una adaptacién del sistema creado por
Lundgren et al. (Lundgren 2001). El mismo comprende 3 diferentes niveles que
describen un standard de salud deseable para un periodonto remanente tratado
por periodontitis crénica. Los criterios aplicados, descriptos en la tabla 3,
representan los criterios clinicos tradicionales para el mantenimiento de
“perfectas” condiciones clinicas del periodonto remanente luego del tratamiento
de periodontitis.

)

Tabla 3: Criterios de inclusion para los distintos niveles de “éxito

Nivel 1

a. Profundidad de sondaje <4 mm

b. Ausencia de sangrado al sondaje

c. Sin aumento en la pérdida de insercién clinica
Nivel 2

b. Ausencia de sangrado al sondaje

c. Sin aumento en la pérdida de insercién clinica
Nivel 3

c. Sin aumento en la pérdida de insercion clinica

26



Andalisis estadistico

Se trabajo con un nivel de significacién de a=0,05.

A fin de validar los cambios en los parametros clinicos PS y NIC se
utilizé la prueba ANOVA para medidas repetidas.

El test de Friedman se utilizé6 para evaluar los cambios en PB, Hy S
como respuesta al tratamiento. EI mismo se aplicé también para establecer la
significacibn en los cambios en la composicidon bacteriana de los sitios
estudiados.

Para los datos numéricos se utilizé el test t de Student para datos
apareados. Para evaluar la significacion de los cambios en los distintos
momentos del estudio (disefio antes y después) se utilizaron las pruebas Mc
Nemar y Q de Cochran.

El software utilizado fue el SPSS Statistics version 17.
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RESULTADOS
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Inicialmente formaron parte del estudio 20 pacientes, de ellos, 11 lo
concluyeron, 6 mujeres y 5 hombres. Su edad promedio fue 48,81 15,75 afios.
(38-55 afnos).

Se analizaron 44 sitios y a lo largo del estudio se perdi6 una pieza

dentaria por razones protéticas.

RESULTADOS CLINICOS

Placa Bacteriana

Los registros clinicos iniciales demostraron la presencia de Placa
Bacteriana (PB) en el 100% de los sitios estudiados.

Luego de realizado el tratamiento periodontal propuesto, se repitid la
medicion de este registro halldndose, en la 12 semana post terapia, que los
sitios con placa supragingival positiva habian descendido significativamente al
34,09% (p<0,0001), éste fue el registro mas bajo encontrado para este
pardmetro clinico, ya que en el control a los 3 meses los sitios positivos
aumentaron a 52,27% y a los 12 meses a 67,4%. A pesar de este aumento, la
diferencia con el registro inicial es estadisticamente significativa. (p<0,0001)
(Gréfico 1)

Placa Bacteriana

12 Meses

3 Meses

@positivo
1 Semana
Onegativo

Inicial

0,0 50,0 100,0 150,0

Porcentaje

Graéfico 1: Frecuencia de Placa Bacteriana sobre 44 sitios antes y después del
tratamiento.
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Hemorragia al sondaje

Al inicio del estudio, la totalidad de los sitios analizados presentaban
hemorragia al sondaje (H) positiva. En el control a una semana de realizado el
tratamiento, el numero de sitios positivos se habia reducido a 47,7%
(p<0,0001).

A los tres meses, los sitios que sangraban representaban el 43,2% y a
los 12 meses el 37,2%. Las diferencias entre los controles post tratamiento y el
inicio del estudio fueron estadisticamente significativas (p<0,0001) y se

observan en el grafico 2.

Hemorragia

12 Meses

3 Meses
@positivo

1 Semana
Onegativo

Inicial

0,0 50,0 100,0

Porcentaje

Graéfico 2: Frecuencia de Hemorragia detectada en los sitios analizados a lo largo del
estudio.

Supuracion

Los sitios con Supuracién (S) positiva en el analisis inicial representaban
el 11,36% del total. Luego del tratamiento, sélo un sitio se mantuvo con
supuracion, a la semana y a los 3 meses. (p=0,018)

En el control final, 7% de los sitios presentaron supuraciéon positiva.

Cabe destacar que en todas las evaluaciones realizadas, los sitios que
manifestaron supuracion, eran positivos para el registro de placa bacteriana y
de hemorragia.

Los registros de supuracion en los distintos momentos del estudio se

representan en el grafico 3.
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Supuracién

12 Meses

3 Meses

@positivo
1 Semana

Onegativo

88,6
- >
0,0 50,0 100,0

Inicial

Porcentaje

Gréfico 3: Porcentaje de sitos con supuracion a lo largo del estudio.

Profundidad al Sondaje

Los registros iniciales evidenciaron una Profundidad al Sondaje entre 5y
9 mm, con una media de 5,91 +1,16mm.

A una semana de implementado el tratamiento, la PS se redujo en el
93% de los sitios entre 1 y 3 mm, siendo 4,39 + 1,26 mm la media encontrada.
(p<0,0001)

A los 3 meses, la media de PS fue de 3,68 + 1,16 mm hallandose en
este momento los menores registros para este indicador clinico, con 79,54% de
los sitios con PS<4mm. (p<0,0001)

Luego de 12 meses, el registro medio de PS se elevd levemente con
respecto al registro anterior (3,91+1,49mm), pero se mantuvo
significativamente menor que antes de implementar el tratamiento. (p<0,0001)

Entre el registro inicial y la 12 semana, se hall6 la mayor reduccion de la
PS que correspondio a un 25%. Entre 1S y 3 meses la reduccion fue de 16%,
mientras que entre los 3 meses Yy el afio postoperatorio, hubo un aumento en la
PS media de 6,25%.

En el grafico 4 se muestran los cambios producidos en el registro de
Profundidad al Sondaje a lo largo del estudio. Se observa que al inicio del
mismo, hasta el 50% de la poblacion tiene 5 mm de PS, mientras que hasta un
75% tienen bolsas de 7 mm. En el registro a 1 semana, la mediana se redujo a

4 mm, en tanto que el 75% de los sitios miden hasta 5 mm de PS.
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A los 3 meses, los sitios de hasta 4 mm corresponden al 75% del total y
encontramos un 25% con PS=3. A los 12 meses se mantiene igual distribucion,
sin embargo, mayor numero de sitios escapan a los valores promedio con PS

entre 6 y 8 mm.

B a2
28 20 33 18 15
L ] L ]
15 33
34 24 14
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43
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| P15 P3m P12M

Gréfico 4: PS segun mediana y cuartiles (Q) 1 y 3 en los 4 momentos del estudio. I:
inicial, P1S: postoperatoriol semana, P3M: postoperatorio 3 meses, P12M:
postoperatoriol2 meses.

Nivel de Insercién Clinica

Al inicio del estudio, el nivel de insercién registrado fue de 3 a 11 mm
con una media de 6,64 + 2,02mm.

Luego del tratamiento, el NIC mejoré en 48% de los sitios, hallandose
una media de 5,89+1,65 mm, un 11% menor al inicio. (registro a 1 semana
postratamiento). (p<0,0001)

A los 3 meses, la reduccion de la media de NIC fue de 8,48% con

respecto al control anterior (5,39+2,05mm) (p<0,0001), tendencia que se
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mantuvo a los 12 meses con una disminucion del 4,26% (NIC medio
5,16+2,32mm) (p<0,0001)

A los 3 meses postratamiento, 31 sitios mejoraron su NIC entre 1y 4
mm, 7 sitios mantuvieron los mismos valores y so6lo 6 perdieron insercion al
comparar con el momento inicial.

A los 12 meses los sitios que habian mejorado o mantenido su NIC con
respecto al inicio representan el 70% y 19% respectivamente, mientras que

sé6lo 5 sitios perdieron insercion.
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Gréfico 5: NIC segln mediana y cuartiles a lo largo del estudio. I: inicial, P1S:
postoperatoriol semana, P3M: postoperatorio 3 meses, P12M: postoperatoriol2
meses.

En el gréfico 5, se observan los cambios producidos en el Nivel de
Insercion Clinica. Si bien la mediana, que comprende hasta el 50% de los
sitios, se mantiene en 6 mm hasta los 3 meses postoperatorios, la distribucion
de los valores en los cuartiles varia significativamente. A los 3 meses de
realizado el tratamiento, hasta el 75% de los sitios tienen su NIC en 6 mm,
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mientras que un 25% tiene hasta 4 mm. A los 12 meses post tratamiento,

registran hasta 7 mm el 75% de los sitios, con un 25% de registros de 3 mm.

Las diferencias encontradas para los parametros PS y NIC entre el inicio
y 1 semana post tratamiento son estadisticamente significativas, como asi
también las diferencias con los resultados a 3 meses. Los valores hallados a
los 12 meses son estadisticamente significativos con respecto al inicio, no asi

en relacion al control anterior.
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RESULTADOS BACTERIOLOGICOS

Al inicio del estudio, el 86,4% de los sitos se encontraron infectados con
una o mas de las especies bacterianas identificadas por PCR, mientras que el
5% de los sitios estudiados contenia otras especies Gram (-).

P gingivalis es la especie prevalente, presente en el 66% de los sitios,
seguida por T forsythia con un 54,54% y T denticola con 40,9%.

En este momento del estudio, las especies menos frecuentes, A
actynomicetemcomitans y P intermedia fueron encontradas en 9y 6,8% de los
sitios, respectivamente y soOlo asociadas a alguna/s de las otras especies.
(Tabla 4)

Se analizaron las asociaciones entre diferentes especies y se observo
que en el 41% de los sitios se identificaron 2 especies bacterianas, siendo la
asociacion P gingivalis — T forsythia la mas frecuente. Se encontraron
combinaciones de hasta 4 de las especies estudiadas. (Grafico 9)

Las mayores profundidades de sondaje medias se hallaron vinculadas a
la presencia de T forsythia-T denticola y T forsythia-T denticola-P intermedia.
(tabla 9)

Control inmediato (1 semana postratamiento)

Luego del tratamiento, el nimero de sitios positivos para las bacterias
analizadas disminuyd, como asi también, la cantidad de especies encontradas
en cada sitio. P gingivalis continué siendo la especie mas prevalente (45,5%),
si bien fue eliminada en 12 de los 29 sitios en los que se hallaba al momento de
iniciar el estudio. (p=0,002)

Las especies que disminuyeron su prevalencia en mayor magnitud
fueron T denticola (de 41 a 11%) (p=0,002) y A actynomicetemcomitans (de 9 a
2%). Este dltimo, fue eliminado de todos los sitios en los que se hallaba
presente al inicio, el Unico registro positivo a 1 semana fue para un sitio en el
gue no se hallaba anteriormente. Similar es el comportamiento de P intermedia,
gue fue eliminado de los sitios en los que se encontraba pero aparecio en otros

dos sitios, de pacientes diferentes.
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La disminucion de sitios positivos fue estadisticamente significativa para
P gingivalis (p=0,002), T forsythia (p=0,022) y T denticola (p=0,002)

Los sitios libres de las bacterias estudiadas aumentaron del 14 % al 41%
(p=0,008).

El nimero de sitios con grupos de especies se redujo, aumentando
aguellos en los que se hallaron especies individuales. Dentro de las
asociaciones, P gingivalis+T forsythia siguio siendo la mas prevalente.

La profundidad de sondaje media disminuyé de 5,91 mm a 4,39 mm,
encontrandose los mayores registros en los sitios positivos para las
asociaciones: P gingivalis+T forsythia+T denticola (5mm), P gingivalis+T

forsythia (4,8mm) y P gingivalis (4,7mm).

Control a 3 meses

El andlisis del contenido bacteriano de los sitios estudiados luego de tres
meses de aplicada la terapia periodontal, mostré una disminucién
estadisticamente significativa en la prevalencia de P gingivalis que revelé un
34% de sitios positivos en este control (p=0,006), T forsythia, que se encontrd
en un 13,7% (p<0,001) y T denticola con 9% (p=0,006). Asimismo, disminuyo el
namero de sitios en los que estas especies se encontraban asociadas,
predominando aquellos en que se hallaban individualmente.

El nimero de sitios infectados por la asociacion P gingivalis + T forsythia
disminuyo significativamente (p=0.039).

Se observdé en este control, un aumento de la prevalencia de A
actynomicetemcomitans, solo y asociado a P gingivalis. Todos los sitios
positivos para A actynomicetemcomitans en este control correspondieron a 2
pacientes.

En cuanto a la presencia de P intermedia, se la encontr6 en 2 sitios de
un mismo paciente, asociado a P gingivalis.

Los sitios libres de las bacterias estudiadas representaron el 47,7% del
total. (p<0,0001)

Se registré una disminucién significativa de 3,68 mm en la profundidad al

sondaje media comparada con los controles anteriores. Los sitios mas
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profundos hallados se encontraron asociados a la presencia de T denticolay T

denticola+P gingivalis.

Control a 12 meses

Pasados 12 meses de realizado el tratamiento, el nUmero de sitios libre
de los 5 patdgenos estudiados permanecio estable respecto al control de los 3
meses (22 sitios= 51,16%). En 15 de estos sitios, ya se hallaban ausentes P
gingivalis, T forsythia, T denticola, A actynomicetemcomitans y P intermedia en
el control anterior.

De las bacterias presentes, P gingivalis sigui6é siendo la méas prevalente
(30,23%), pero con menor namero de sitios positivos que en los controles
anteriores, diferencia estadisticamente significativa (p<0.0001).

También P intermedia se observd en menor numero de sitios, solo 1,
perteneciente a un paciente que no habia evidenciado con anterioridad la
presencia de este germen.

A actynomicetemcomitans desaparecio de los 5 sitios en que se hallaba
en el control anterior, y se hizo presente en otros 4, pertenecientes a 2
pacientes que no la tenian con anterioridad.

Por otra parte, T denticola y T forsythia aumentaron su prevalencia con
respecto al control anterior (a 23,25% y 21% respectivamente).

En este control, las especies nuevamente aparecieron con frecuencia
asociadas en grupos de 2, 3 e incluso 4. La mayor PS media encontrada se
registré en los sitios que tienen P gingivalis + T forsythia y T forsythia + T
denticola. La prevalencia de la asociacion P gingivalis+T forsythia fue
significativamente menor que al inicio (p<0,005)

La prevalencia de P gingivalis, T denticola, T forsythia, P intermedia y A
actynomicetemcomitans, como asi también de los sitios libres de estas
especies, al inicio, 1 semana, 3 y 12 meses post terapia periodontal, se

resumen en la tabla 4.
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| (n=44) P1S (n=44) P3M (n=44) | P12M (n=43)
Pg 65,9% (29) 45,45% (20)* | 34,09% (15)F | 30,23% (13)**
Tf 54.54% (24) | 25% (11)f1 13,63% (6)** | 20,93% (9)¢
Td 40,90% (18) | 11,36% (5)* | 9,09% (4)t 23,25% (10)
Aa 9,09% (4) 2.27% (1) 11,36% (5) 9,3% (4)
Pi 6,81% (3) 4.54% (2) 4,54% (2) 2,27% (1)
Otras G(-) 5% (2) 25% (11) 32% (14) 35% (15)
No G (-) 9% (4) 16% (7) 21% (9) 16% (7)

Tabla 4: porcentaje de sitios positivos para cada una de las especies bacterianas
estudiadas en cada uno de los momentos del estudio. *»=0,002 7p=0,006 **p<0,001
77 p=0,022 & p=0,001

La prevalencia segun numero de especies por sitio se observa en el

grafico 6.

La relacién entre las asociaciones bacterianas encontradas y la PS

media en cada uno de los controles se presenta en la tabla 5 y en los graficos 6

ao.
I 1S 3M 12M
Sitios PS Sitios PS Sitios PS Sitios PS
positivos | media | positivos | media | positivos | media | positivos | media
Pg Tf 9 6,6 5 4,8 27 4 27F 7
Tf Td 4 6,8 1 7
PgTd 4 6,5 1 3 1 6 2 2
PgTfTd 3 5 3 5 2 3 3 5
PgTdAa 1 6 1 3
PgTdTfAa | 2 6
PgTdTfPi |2 5 1 4
TfTdPi 1 7
PgAa 1 5 2 3,5
PgPi 1 4 2 2
Pg 7 5,42 10 4,7 6 3,5 4 4
Tf 3 5,33 3 4 2 4 2 4
Td 1 5 1 4 1 7 2 4
Aa 1 4 3 466 |3 3
Pi 1 4
ninguna 6 5,83 18** 4,27 23* 3,52 | 22* 3,68

Tabla 5: ndmero de sitios positivos para cada una de las

asociaciones bacterianas

encontradas en cada momento del estudio y PS media en mm de los mismos sitios.
Ninguna= registro negativo para Aa, Pg, Pi, Tdy Tf. #p=0,039 ##p=0,016 *p<0,0001

**<0,008
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Gréfico 6: Numero de sitios positivos (en color verde) y PS media (color rojo) para
cada una de las asociaciones bacterianas encontradas en el inicio del estudio.
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Gréfico 7: Numero de sitios positivos (en color verde) y PS media (en color rojo) para
cada una de las asociaciones bacterianas encontradas en el control postoperatorio
inmediato (1 semana)
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Graéfico 8: Numero de sitios positivos (en color verde) y PS media (en color rojo) para
cada una de las asociaciones bacterianas encontradas en el control postoperatorio a

PS media 12 meses

los 3 meses.
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Gréfico 9: Numero de sitios positivos (en color verde) y PS media (en color rojo) para
cada una de las asociaciones bacterianas encontradas a los 12 meses de realizado el

tratamiento.
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Gréfico 10: Porcentaje de sitios con 1, 2, 3, 4 y ninguna de las especies estudiadas en
cada momento del anélisis.

ANALISIS DEL RESULTADO AL TRATAMIENTO IMPLEMENTADO

Los resultados encontrados permiten inferir que el tratamiento mecénico
resulta efectivo en la mejora de signos clinicos, a saber:

Luego del tratamiento, se redujo significativamente la presencia de placa
bacteriana supragingival y de hemorragia al sondaje, resultados que se
mantuvieron luego de 12 meses.

También se logré reducir significativamente la profundidad al sondaje y
la pérdida de insercion.

Ademas, el tratamiento evidencido ser eficaz en la eliminacion de
patdgenos putativos periodontales P gingivalis, T denticola y T forsythia, cuya
prevalencia disminuyd significativamente, al menos hasta los 12 meses, aun sin
mantenimiento periodontal.

Cabe analizar si estos valores alcanzados, se corresponden con los
parametros de éxito terapéutico propuestos.

Se analizaron los resultados a 3 y 12 meses segun 3 niveles de
aspectos clinicos esperables en un periodonto tratado segun la escala
propuesta por Lundgren (Lundgren 2001) y descripta en Materiales y Métodos.

Los criterios clinicos utilizados son: a) PS<4mm, b) ausencia de
hemorragia y c) sin aumento de pérdida de insercion clinica.

41



El nivel 1 implica que se cumplan los tres criterios antes mencionados. A
los tres meses de realizado el tratamiento, un 43% de los sitios se encontraron
en este nivel.

Si se considera exitoso un sitio sin hemorragia y sin mayor pérdida de
insercion (nivel 2), el porcentaje de sitios aumenta a 50%, y si se considera
sélo la conservacion del nivel de insercion clinica (nivel 3) el éxito corresponde

a 86% de los sitios evaluados en este momento.

100% +

80% +
nivel 3
60% -+
M nivel 2

40% ) M nivel 1

20% +

0% + .
3 meses 12 meses

Gréfico 11: Frecuencia acumulada de sitios clinicamente “sanos” en los 3 y 12 meses
post tratamiento, de acuerdo a los niveles 1 a 3.

Cuando se correlacionan los hallazgos clinicos con el analisis
bacteriol6gico, se observa que el porcentaje de sitios con presencia de
alguno/s de los patégenos periodontales analizados, es menor en los sitios que
alcanzan el nivel 1 de “éxito” terapéutico.

En el control a 3 meses, 12 sitios (63%) no evidenciaban la presencia de
ninguna de las 5 especies estudiadas, mientras que a los 12 meses,
respondieron a esta caracteristica 14 sitios (67%). La descripcion de las
caracteristicas bacteriolégicas de los sitios se presenta en los gréaficos
siguientes, donde se pueden observar las asociaciones presentes en cada uno

de los niveles de éxito a 3y 12 meses de implementado el tratamiento.
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Gréfico 12: composicion bacteriana de los sitios segun el nivel de éxito terapéutico

alcanzado a los 3 meses de realizado el tratamiento.
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Gréfico 13: composicion bacteriana de los sitios segun el nivel de éxito terapéutico
alcanzado a los 12 meses de realizado el tratamiento.
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DISCUSION
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Con anterioridad, presentamos los resultados de un estudio transversal
en el que identificamos la presencia de periodontopatégenos en bolsas de
diferente profundidad en individuos con periodontitis cronica. Segun nuestras
observaciones, las especies bacterianas prevalentes fueron P gingivalis y T
denticola. EI mayor nimero de sitios positivos para estas especies se encontro
en bolsas medianas (PS= 4 a 6 mm) y profundas (PS=7mm). En cuanto a las
otras especies bacterianas estudiadas, A actinomycetemcomitans y P
intermedia, no fueron halladas en ninguno de los sitios playos incluidos en el
andlisis (bolsas 2 a 4 mm) y se encontraron en los sitios mas profundos en

menor porcentaje que las otras especies estudiadas. (Parodi, 2001)

El presente estudio se propuso, a la vez de ampliar el conocimiento
acerca de las caracteristicas microbioldgicas de la poblacién estudiada, evaluar
el efecto de la terapia mecanica periodontal no quirdrgica sobre la composicion
microbiana y los parametros clinicos de sitios con bolsas =5mm de

profundidad.

Segun nuestras observaciones, la prevalencia de especies bacterianas
del complejo rojo encontrada antes del tratamiento es para P gingivalis del
66%, T forsythia del 55% y para T denticola 41%, mientras que A
actinomycetemcomitans y P intermedia estan presentes en menos del 10% de
los sitios. (9% y 7% respectivamente). Estudios previos (Shiloah 1996, Darby
2005, Derdilopoulou 2007, Ready 2008) demostraron que T forsythia puede ser
detectada entre 61 y 81%, P gingivalis entre 41 y 80% y T denticola entre 35y
72% de los sitios con periodontitis cronica. La presencia de A
actinomycetemcomitans, presenta una variacion entre 2,5 y 47% (Shiloah
1996, Darby 2005, Derdilopoulou 2007, Zhou 2007, Ready 2008) y se le
atribuye un importante rol en la destrucciébn de los tejidos periodontales,
especialmente si esta asociada a otras especies (Chen 2005), sin embargo, en
los pacientes reclutados en este estudio, la presencia de A
actinomycetemcomitans no se relaciona con sitios progresivos luego del
tratamiento. Una posible explicacion estaria dada por las observaciones del

grupo sueco de Johansson y cols. (Johansson 2000), quienes demostraron que
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algunas bacterias periodontales tienen la capacidad de inhibir la actividad de
las leucotoxinas de A actinomycetemcomitans. Una de las especies que exhibe
una fuerte inhibicion de la leucotoxicidad de A actinomycetemcomitans es P
gingivalis, la mas frecuentemente encontrada en las muestras del presente
estudio.

La especie bacteriana que mayor diferencia presenta con los resultados
de otros estudios es P intermedia que fue hallada en el 7% de los sitios por
nosotros mientras que en los estudios antes mencionados se la encuentra
entre 43 y 90%. Los estudios de complejos microbianos (Socransky 1998)
sugieren ademas que P intermedia, como otras bacterias del complejo naranja,
precederian a las del complejo rojo. Seria necesario profundizar el analisis
incluyendo la busqueda de otras especies no contempladas en el presente

trabajo.

En cuanto a las asociaciones bacterianas, hallamos, antes del
tratamiento, que el mayor porcentaje de sitios se encontraba poblado por
grupos de 2 especies y que estos sitios mostraban las mayores profundidades
de sondaje. En este momento del estudio también se encontraron grupos de
tres y cuatro especies bacterianas. Ready y cols. (Ready 2008), describieron
mayor severidad en lesiones pobladas por s6lo una especie (P gingivalis, T
forsythia o A actinomycetemcomitans) si se comparaba con las que contenian
asociaciones de dos o tres de ellas, a diferencia de las conclusiones de Chen
(Chen 2005) que encuentra mayor gravedad en las lesiones habitadas por las
tres especies involucradas en su estudio (P gingivalis, A
actinomycetemcomitans y T denticola) que en las que se hallaban una o dos de
ellas.

Los datos clinicos relevados indicarian que la terapia basica periodontal
resulta efectiva en términos de reduccion de la profundidad de sondaje,
mantenimiento y/o ganancia en el nivel de insercion clinica, como asi también
disminucion del porcentaje de sitios con placa y hemorragia al sondaje a 3
meses de realizado. Estos resultados concuerdan con otros estudios que

describen los efectos clinicos del raspaje y alisado radicular en similar periodo
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de tiempo. (Haffajee 1997, Darby 2005, Suvan 2005, Colombo 2005, Haffajee
2007, Yang 2008).

Los registros medios de profundidad de sondaje y el nUmero de sitios sin
hemorragia alcanzados a los tres meses se mantuvieron hasta los 12 meses
gue durd el estudio, sin embargo, se observé un leve aumento (no significativo)
en la presencia de placa supragingival que reflejaria una disminucion en el
compromiso de los pacientes, tal vez debido al tiempo transcurrido sin refuerzo

en la motivacion.

El control de las enfermedades periodontales se basa en el
debridamiento subgingival y este estudio demostrd que en bolsas profundas de
dientes unirradiculares, la reduccién en la presencia de bacterias patégenas
periodontales P gingivalis, T denticola y T forsythia es posible aplicando terapia

mecénica no quirdrgica.

La reduccidon en la prevalencia de las bacterias del complejo rojo se
evidencio en el primer contol (a una semana) de implementado el tratamiento,
si bien no en la magnitud que registran otros autores (Segelnick 2006) que
observan la composicibn microbiana de sitios tratados 7 dias después del
raspaje y alisado radicular por técnicas de campo oscuro y cultivo similar a la
de sitios periodontalmente sanos. Otros (Rhemrev 2006) reportaron reduccion
significativa de P gingivalis, P intermedia, M micros y F nucleatum a 2
semanas, mientras que A actinomycetemcomitans y C rectus se mantuvieron
sin cambios y la reduccion de T forsythia fue significativa sélo a una semana de
implementada la terapia basica. P gingivalis y T forsythia fueron reducidas a 1
mes con raspaje y alisado pero no A actinomycetemcomitans (Takamatsu
1999) Darby 2005 demostré disminucion significativa de los porcentajes de
sitios positivos para P intermedia, T forsythia y T denticola en 28 pacientes con
periodontitis cronica, mientras que la prevalencia de P gingivalis y A
actinomycetemcomitans fue solo afectada marginalmente. UtilizO PCR, 6 a 8

semanas post raspaje y alisado.

En el presente estudio, la disminucion del nimero de sitios infectados

fue mas evidente a los 3 meses, coincidiendo con otras publicaciones (Haffajee
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2006, Derdilopoulou 2007). Derdilopoulou et al. compararon el efecto de cuatro
modalidades de raspaje y alisado sobre la microbiologia de bolsas
periodontales y hallaron que a 3 meses de aplicado el tratamiento, T denticola,
P gingivalis, P intermedia, T forsythia y A actinomycetemcomitans disminuyeron
su prevalencia significativamente, sin embargo, 6 meses después de finalizada
la terapia activa, los porcentajes de sitios positivos para las 5 especies
bacterianas aumentaron nuevamente alcanzando valores similares a los

pretratamiento.

Haffajee et al. (Haffajee 1997) demostraron la disminucion en la
prevalencia y niveles de T forsythia, P gingivalis y T denticola a 3 y 6 meses
post terapia en 57 pacientes con periodontitis crénica. Luego de 12 meses la
mayoria de las mejorias clinicas y microbiologicas ocurridas en los 3 primeros
meses se mantuvieron largo plazo. Esto se atribuye al raspaje de
mantenimiento que se efectué en cada cita de control. (Cugini 2000) Por su
parte, Shiloah 1996 estudio la repoblacién bacteriana de bolsas periodontales
en ausencia de terapia de soporte, monitorearon A actinomycetemcomitans, P
gingivalis y P intermedia usando sondas de DNA en bolsas =25mm en 6
pacientes a 12 meses. Demostraron que el 50% o menos de los sitios
originalmente infectados fueron recolonizados por niveles detectables de estas
especies luego de 1 afio sin mantenimiento. Sugieren que habria diferencias en
el efecto del tratamiento en pacientes que lo han recibido con anterioridad y los
que no, siendo mejor en estos Ultimos. Esta caracteristica es comdn a nuestros

pacientes en quienes se obtuvieron similares resultados.

Si bien el nimero de sitios libres de P gingivalis y T forsythia se mantuvo
estable hasta los 12 meses. Resulta llamativa la repoblacion de sitios por T
denticola, especie que aumento su prevalencia, aunque sin alcanzar los valores
iniciales. La repoblacién depende de la severidad de la lesion, la efectividad del
debridamiento y principalmente de la presencia de reservorios para estos
microorganismos en sitios inaccesibles para el raspaje y alisado como
amigdalas, lengua y mucosas, ademas algunos microorganismos pueden
invadir los tejidos blandos, las irregularidades de la superficie radicular y los

tibulos dentinarios. (Colombo 2005) Particularmente T denticola ha
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demostrado recurrencia significativa entre 3 y 6 meses luego del tratamiento
aun cuando éste incluia, ademas del raspaje y alisado, antibiéticos y buches
con clorhexidina. Esta recurrencia se atribuye a su presencia en localizaciones

extracreviculares (Johnson 2008).

Se han publicado numerosos trabajos que evaltuan la efectividad de la
terapia basica periodontal, se basan para ello en la variacién de la media de los
paradmetros clinicos, resultando asi tratamientos mas o menos exitosos. Sin
embargo, pocos 0 ninguno demuestran si esas variaciones representan
parametros de éxito clinico en cuanto a recuperacion de un estado periodontal
compatible con salud. La aplicacion de los diferentes niveles de éxito
terapéutico y la correlacién con la composicion bacteriana en cada uno de los
niveles en el presente trabajo nos ofrece una idea mas aproximada del efecto

que la terapia mecanica no quirdrgica produciria en los sitios estudiados.

Los resultados de la presente investigacion demostrarian que la terapia
mecanica periodontal aplicada a bolsas profundas de dientes unirradiculares,
es capaz de producir dos efectos: un cambio en la composicidn bacteriana de
las bolsas y una modificacion en el habitat debida principalmente a la
disminucién de los signos inflamatorios. El habitat, por su parte, condiciona la
repoblacion, si una especie depende de la presencia de bolsas profundas o
productos resultantes de la inflamacion, entonces esas especies existiran en
reducido nimero o seran eliminadas de un sitio periodontalmente tratado

exitosamente.

Un control clinico y microbiolégico a los 3 meses de realizado el
tratamiento periodontal seria de utilidad para el planeamiento de las acciones

futuras.

A fin de mejorar los resultados y extenderlos a piezas multirradiculares,

seran necesarias futuras investigaciones.
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CONCLUSIONES
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Se detectaron, por PCR, 5 patégenos putativos periodontales:
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Prevotella intermedia, en 44
sitios de 11 pacientes con periodontitis cronica.

La especie bacteriana prevalente fue P gingivalis, seguida de las otras
pertenecientes al complejo rojo (T forsythia y T denticola), con menor
nimero de  sitios positivos para P intermedia y A
actinomycetemcomitans.

Las asociaciones bacterianas méas frecuentemente encontradas fueron
las combinaciones de dos especies del complejo rojo. (P gingivalis + T
forsythia, T forsythia + T denticola y P gingivalis + T denticola)

Se encontraron mayores PS medias asociadas a sitios con mas de una
especie bacteriana.

La terapia relacionada con la causa que consistid en Instruccion en
Técnicas de Higiene Oral, raspaje y alisado radicular y pulido, mejor6
significativamente los parametros clinicos: Placa bacteriana,
Hemorragia, Supuracion, Profundidad de sondaje y Nivel de Insercién
Clinica.

Los valores clinicos alcanzados a los tres meses con el tratamiento se
mantuvieron a 12 meses de aplicado.

La terapia relacionada con la causa resultd efectiva en la eliminacién de
las bacterias estudiadas. El porcentaje de sitios en los que no se
hallaron P gingivalis, T forsythia, T denticola, A actinomycetemcomitans
y P intermedia aumenté significativamente luego de implementado el
tratamiento.

La prevalencia de P gingivalis, T forsythia y T denticola disminuyd
significativamente.

La asociacion bacteriana més frecuentemente encontrada, P gingivalis
+T forsythia, disminuy6 significativamente luego de tres meses de
realizado el tratamiento.

Las especies A actinomycetemcomitans y P intermedia fueron las menos
prevalentes del estudio. Se hallaron antes del tratamiento siempre

asociadas a otras especies (una 0 mas pertenecientes al complejo rojo).
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Luego del tratamiento aumentaron su prevalencia, solas o asociadas,
aun en sitios y pacientes en los que no se habian detectado con
anterioridad. Fueron halladas en sitios con baja PS media.

Se observaron signos de éxito clinico (valores de PS < 4mm y ausencia
de hemorragia al sondaje) en el 50% de los sitios estudiados, mantenido
a 12 meses sin intervencion profesional. (La aplicacion de medidas de
soporte periodontal podria elevar ese porcentaje)

No se observé nueva pérdida de insercion periodontal en 86% de los
sitios analizados a los tres meses y en el 79% a los 12 meses.

Los sitios en los que las bacterias no fueron eliminadas en el control
inmediato, demostraron, a 12 meses, mayores valores de PS media y
persistencia de periodontopatdgenos.

Diferentes profundidades de sondaje iniciales tomadas en este estudio,
no parecerian indicar un riesgo en cuanto a prevalencia de patdgenos

periodontales.
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RESUMEN
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P gingivalis, B forsythus, T denticola, A actinomycetemcomitans y P
intermedia han sido reconocidos como patdgenos periodontales presentes en
diferentes proporciones en sitios periodontalmente afectados. El objetivo
principal de la terapia periodontal causal es cambiar la composicién microbiana
de las bolsas enfermas por una flora compatible con salud y mantenerla en el

tiempo.

Once pacientes con diagnéstico clinico y radiogréfico de periodontitis
cronica recibieron terapia basica periodontal. Se tomaron muestras de placa
subgingival de 44 sitios y se analizaron por PCR para la identificaciéon de cinco
patdgenos putativos periodontales antes, a 1 semana, 3 meses y 12 meses de

efectuado el tratamiento.

Al inicio, P gingivalis fue la especie bacteriana prevalente, seguida de B
forsythus y T denticola. El raspaje y alisado radicular resulté en una significativa
mejora de los parametros clinicos como asi también en la reduccion de los
sitios positivos para las bacterias del complejo rojo. Los resultados obtenidos

se mantuvieron hasta los 12 meses que duro el estudio.
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ABSTRACT
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P gingivalis, B forsythus, T denticola, A actinomycetmecomitans and P
intermedia have been recognized as periodontal pathogens present in different
proportions in periodontal affected sites. Cause related periodontal therapy
main objective is to shift the subgingival microbiota that cause and/or sustain

periodontal diseases to one that is host-compatible.

Eleven untreated chronic periodontitis patients were recruited for the
study. They received scaling and root planing and oral hygiene instructions.
Forty-four subgingival plaque samples were analized by PCR to determine the
presence of five periodontal pathogens at baseline, one week, 3 and 12 months

after therapy.

Results revealed that P gingivalis was the prevalent specie at baseline,
followed by B forsythus and T denticola. Nonsurgical periodontal theraphy
resulted in a significant improvement of all clinical periodontal parameters as

well as in the reduction of the prevalence of Red Complex species.

The results obtained were manteined up to 12 months.
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HISTORIA CLINICA PERIODONTAL

APELLIDO Y NOMBRE:
EDAD:

DOMICILIO:

TE:

e-MAIL:

REFERIDO POR:

MOTIVO DE LA CONSULTA:

Od. Georgina Bazzano

ANTECEDENTES DE LA ENFERMEDAD ACTUAL.:

TRATAMIENTO EFECTUADQO:

¢RECIBIO TRATAMIENTO PERIODONTAL? SI-NO ;.CUANDO?

ESTADO ACTUAL:

ANTECEDENTES SISTEMICOS:

ALERGIA: SI - NO (A QUE?

DIABETES: SI - NO

ARTRITIS: SI - NO
ENFERMEDAD RENAL: SI - NO
FUMA: Sl — NO ;CUANTO?
EMBARAZO: SI - NO
HIPERTENSION: SI - NO
ANTICONCEPTIVOS: SI - NO

ENFERMEDAD
CARDIOVASCULAR: SI - NO
MEDICADO: SI-NO ;CON QUE?

OBSERVACIONES:
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