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RESUMEN

Introduccién:La relacion entre Prevotella intermedia/nigrescens y bacilos entéricos gram-negativos
presentes en placa subgingival de pacientes con periodontitis ha recibido muy poca atencién enla
literatura.

Objetivo: Investigar la asociacién de Prevotella intermedia/nigrescens y bacilos entéricos gram-
negativos con parametros clinicos de pacientes con periodontitis crénica.

Materiales y métodos: Se estudié la prevalencia de P, intermedia/nigrescens y de bacilos entéricos
gram-negativos en 76 pacientes con periodontitis crénica. Se utilizaron las pruebas de chi cuadra-
do y Mann-Whitney para evaluar las diferencias clinicas de los pacientes con presencia y ausencia
de los microorganismos estudiados. También se usé la prueba no paramétrica de Spearman para
determinar la correlacién entre P. intermedia/nigrescens y bacilos entéricos gram-negativos con
las variables clinicas (p<0,05).

Resultados y conclusiones:E146,7% y 26,31% de los pacientes presentaron P intermedia/nigrescens
y bacilos entéricos gram-negativos, respectivamente. En el 22% de los sujetos se observaron si-
multdneamente los microorganismos estudiados. Se encontré una correlaciéon positiva estadistica-
mente significativa entre P, intermedia/nigrescens y bacilos entéricos gram-negativos (r=0,286,
p<0,0001). La presencia de los microorganismos estuvo positivamente correlacionada con profun-
didad de sondaje (PS), nivel de insercioén clinica y presencia de sangrado (xr=0,362; 0,358; 0,079;
p<0,0001, respectivamente). Igualmente, los pacientes que presentaron P. intermedia/nigrescens 'y
bacilos entéricos gram-negativos mostraron un promedio de PS y de pérdida de insercién clinica
significativamente mayor. Los parametros clinicos adversos observados en presencia de estos mi-
croorganismos podrian tener implicaciones en la patogénesis de la periodontitis y un posible im-
pacto en los resultados de la terapia periodontal.

PALABRAS CLAVE: Periodontitis crénica, Prevotella intermedia/nigrescens, bacilos entéricos gram-
negativos.

SUMMARY

Introduction:The relationships between Prevotella intermedia/nigrescens and gram-negative enteric
rods in subgingival plaque of patients with periodontitis has received little attention in the literature.
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Objective: The objective of this study was to explore the relationships between P. intermedia/
nigrescens, gram-negative enteric rods and clinical parameters of patients with chronic perio-
dontitis.

Materials and Methods: Clinical parameters and occurrence of P. intermedia/nigrescens and gram-
negative enteric rods were examined in 76 patients with chronic periodontitis. Chi-square and Mann-
Whitney tests were used to determine differences in clinical variables versus the presence or absence
of both microorganisms. Correlations among microorganisms studied and clinical data were
determined using Spearman rank correlation coefficient.

Results and conclusions: P. intermedia/nigrescens and gram-negative enteric rods were detected in
46.7% and 26.31% individuals, respectively. A total of 22% of patients harbored the microorganisms
studied. There were significantly positive correlations between P. intermedia/nigrescens and gram-
negative enteric rods (r=0.286, p<0.0001). The microorganisms studied were significant and
positively correlated with probing depth (PD), clinical attachment level and bleeding on probing
(r=0.362; 0.358; 0.079; p<0.0001). The mean PD (mm) and clinical attachment loss of the sampled
sites was significantly higher in patients with presence of P intermedia/nigrescens and gram-negative
enteric rods. The adverse clinical parameters observed in presence of these microorganisms could
have implications in the pathogenesis of periodontal disease and a possible impact on outcomes
after treatment.

KEY WORDS: Chronic periodontitis, Prevotella intermedia/nigrescens, gram-negative enteric rods.
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INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cré-
nica que comienza con una infeccién microbiana se-
guida por una destrucciéon de los tejidos blandos me-
diada por el huésped y causada por la hiperactividad
de los leucocitos y la generacién de citoquinas, eico-
sanoides y matriz metaloproteinasa, que a su vez pro-
ducen destruccién significativa del tejido conectivo y
hueso de soporte (1). La infeccién periodontal es de
etiologia microbiana mixta. Microorganismos como
Prevotella intermedia y Prevotella nigrescens son perio-
dontopatégenos que juegan un papel fundamental en
el establecimiento y desarrollo de enfermedades pe-
riodontales polimicrobianas (2). Ademas, se caracte-
rizan por su capacidad para adherirse e invadir las cé-
lulas epiteliales gingivales, fibroblastos y células
endoteliales (3). Por otra parte, se desconoce la fun-
cién que cumplen los bacilos entéricos gram-negati-
vos en la patogénesis de la enfermedad periodontal,
pero algunos investigadores han sugerido que estos
microorganismos pueden tener un impacto sobre el
progreso y tratamiento de la enfermedad periodontal
(4).Adicionalmente, son especies patégenas en el hom-
bre que poseen caracteristicas invasoras y toxigéni-
cas que le permiten iniciar un proceso infeccioso (5).
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Desde los sitios periodontales infectados, estos paté-
genos pueden entrar al torrente sanguineo, inducien-
do septicemias en pacientes con leucemia aguda (6).
Los bacilos entéricos gram-negativos persisten con fre-
cuencia después de terapias mecdanicas y quirurgicas
(7), presentando ademas resistencia in vitro a la mayo-
ria de antibiéticos adjuntos usados para tratar la pe-
riodontitis (8-11).

La invasividad tisular que caracteriza tanto a P, inter-
media/nigrescens como a bacilos entéricos gram-ne-
gativos puede ser una de las razones por las cuales se
documenta mala respuesta al tratamiento mecanico
convencional de las infecciones periodontales (12).

No se conocen investigaciones que estudien la rela-
cién entre P intermedia/nigrescens y bacilos entéricos
gram-negativos. Diferencias geograficas relacionadas
con la presencia de estos microorganismos podrian te-
ner impacto sobre los parametros clinicos periodonta-
les y sobre la respuesta al tratamiento, permitiendo de
esta forma, el establecimiento de estrategias terapéuti-
cas especificas. Asi, el objetivo del presente estudio es
evaluar la relacién entre P intermedia/nigrescens y ba-
cilos entéricos gram-negativos con parametros perio-
dontales de sujetos con periodontitis crénica.
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MATERIALESY METODOS
Sujetos

Se invitaron a participar en este estudio 76 sujetos sis-
témicamente sanos (45 mujeres y 31 hombres) que asis-
tieron a las clinicas odontolégicas de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Antioquia entre
Octubre de 2008 y Marzo de 2009. Cada participante
firmé un consentimiento informado. El Comité de Eti-
ca de la Sede de Investigacion Universitaria de la Uni-
versidad de Antioquia aprobé el disefio del estudio
teniendo en cuenta la Declaracién de Helsinki sobre
experimentacién que involucra seres humanos. Se con-
sideraron candidatos para participar en esta investi-
gacidén pacientes con diagndstico de periodontitis cré-
nica. Los criterios de exclusién fueron embarazo,
lactancia, presencia de diabetes o cualquier enferme-
dad sistémica que alterara el curso de la enfermedad
periodontal, terapia periodontal en el dltimo afio, y
utilizacién de antimicrobianos o antiinflamatorios no
esteroides en los seis meses previos al examen clinico
y a la toma de muestras microbioldgicas.

Evaluacién clinica

A cada paciente se le realiz6 una historia clinica, ade-
mas de un examen clinico y radiografico completo.
Uno de los autores (CA) realizé todos los exdmenes
clinicos. La profundidad de sondaje (PS) y el nivel de
insercioén clinica (NIC) se midieron en seis sitios (me-
siobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y me-
siolingual) usando una sonda periodontal calibrada
(UNC-15, Hu-Friedy, Chicago, IL). El diagnéstico de pe-
riodontitis crénica se realizé segun los criterios reco-
mendados por la Academia Americana de Periodon-
cia (AAP) (13).

Muestreo microbiolégico

Se tomaron muestras microbiolégicas de los pacien-
tes en sitios con una profundidad de sondaje > 5 mm.
Para el muestreo se seleccionaron las seis bolsas pe-
riodontales més profundas. Después de aislar la zona
con algodén y remover la placa supragingival con cu-
reta, se insertaron conos de papel estéril en cada bol-
sa periodontal durante 20 segundos. Las muestras de
cada paciente se depositaron en 2 mL de medio de
transporte (Viability Medium Géteborg Anaerobically
III: VMGA III) (14) y se llevaron al laboratorio de mi-
crobiologia de la Facultad de Odontologia de la Uni-

versidad de Antioquia para procesarlas dentro de las
dos horas siguientes. Las muestras fueron analizadas
utilizando técnicas de cultivo para la presencia de pe-
riodontopatdégenos de acuerdo a Slots (15). Brevemen-
te, para la identificacién de Prevotella intermedia/
nigrescens, se realizaron cinco diluciones en base 10 a
partir del medio VMGAIII, se sembraron 100 yL de las
diluciones 103, 10* y 10 en agar brucella sangre en-
riquecido con hemina y menadiona (BBL. Microbiology
Systems, Cockeysville, MD) y se llevaron a incubacién
a 36°C en atmosfera de anaerobiosis (Anaerogen,
Oxoid, Hampshire, England) durante siete dias. Se rea-
lizaron ademds pruebas bioquimicas y enzimaticas
confirmatorias para los microorganismos estudiados
utilizando los sistemas de identificacién comercial
Rapid ANA II (RemelTM, Apogent) y API ZYM
(Biomerieux® Francia).

Para el aislamiento de bacilos entéricos gram-negati-
vos se utilizé agar MacConkey para incubarse luego a
una atmosfera aerébica a 37°C por 24-48 horas. Sobre
las colonias que crecieron en agar MacConkey se em-
pled tincidén de gram para verificacion.

Después de la incubacién se calculé el niumero total
de unidades formadoras de colonias por mililitro de
cada muestra a partir de los medios de cultivo. El por-
centaje relativo de recuperacién de cada microorga-
nismo se calculé a partir del total de unidades forma-
doras de colonias por mililitro (UFC/ml).

Analisis estadistico

Para describir las variables relacionadas con los suje-
tos y los dientes se realizé un analisis exploratorio so-
bre la distribucién de los indices PS y NIC, utilizando
medidas de tendencia central y de dispersiéon. Se ob-
tuvieron frecuencias y proporciones de cada uno de
los microorganismos estudiados. Para las variables
placa bacteriana, sangrado al sondaje, y supuracién
se calcularon frecuencias y proporciones. Se utilizé la
prueba de chi-cuadrado para evaluar la diferencia
entre presencia de sangrado versus la presencia o au-
sencia de P intermedia/nigrescens y bacilos entéricos
gram-negativos. Se usé la prueba de Mann-Whitney
para determinar las diferencias en la PS y el NIC en
presencia o ausencia de P. intermedia/nigrescens y
bacilos entéricos gram-negativos. Se utilizé la prueba
no paramétrica de Spearman para determinar la co-
rrelacién entre las variables clinicas con la presencia
de P, intermedia/nigrescens y bacilos entéricos gram-
negativos (p<0,08). Se tuvieron en cuenta para el ana-
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lisis solamente los sitios que presentaron simultanea-
mente profundidad de sondaje y nivel de insercién
clinica > a 4 mm. Se usé un programa estadistico para
todos los analisis (SPSS, versién 15, Chicago, IL).

RESULTADOS

La tabla 1 presenta las caracteristicas clinicas de los
pacientes evaluados. Se estudiaron 31 hombres (41%)
vy 45 mujeres (59%) con periodontitis crénica (edad:
4618,08 afios), de los cuales el 22% eran fumadores.

TABLA 1.- PARAMETROS CLINICOS DE
76 PACIENTES CON PERIODONTITIS

CRONICA
Parametro clinico Promedio DE
PS (mm*DE) 5,14 £1,33
NIC (mm=*DE) 5,61 £1,83
% S (%*DE) 70+ 16
% IP (%*DE) 86 + 19
% SUP (%*DE) 4,3+ 3,1

PS: profundidad de sondaje; NIC: nivel de insercién
clinica; S: porcentaje (%) de sitios con sangrado; IP
porcentaje (%) de sitios con placa; SUP: porcentaje (%)
de sitios con supuracién; mm: milimetros; DE: desviacién
estandar.

El1 46,7% y 26,31% de los 76 pacientes evaluados pre-
sentaron P, intermedia/nigrescens y bacilos entéricos
gram-negativos, respectivamente. En el 22% de los
sujetos se observaron simultdneamente los microor-
ganismos estudiados. La presencia de P, intermedia/
nigrescens en las bolsas periodontales estuvieron po-
sitiva y significativamente correlacionadas con baci-
los entéricos gram-negativos (r=0,286, p<0,0001). La
presencia de los microorganismos estuvo positiva-
mente correlacionada PS,NIC y presencia de sangra-
do (Tabla 2).Igualmente, los pacientes que presenta-
ron P. intermedia/nigrescens y bacilos entéricos
gram-negativos mostraron un promedio de PS y de pér-
dida de insercién clinica significativamente mayor (Ta-
bla 3). La presencia de sitios con sangrado al sondaje
fue mayor en los pacientes con presencia de P. inter-
media/nigrescens y bacilos entéricos gram-negativos
(Tabla 3).

DISCUSION

En la presente investigacién se estudié la asociaciéon
entre P. intermedia/nigrescens y bacilos entéricos
gram-negativos con parametros clinicos periodonta-
les de sujetos con periodontitis crénica. La informa-
cién proporcionada por el presente estudio puede te-
ner implicaciones terapéuticas relevantes para el
tratamiento de infecciones no orales causadas por pa-
tébgenos orales. Lia diseminacién de los patégenos pe-
riodontales a otros sitios del cuerpo puede ocurrir con
frecuencia y causar enfermedades serias (16). Por es-
tas razones, es pertinente estudiar la microbiota sub-
gingival en una regién geogréfica particular, y asiiden-

TABLA 2.- CORRELACIONES ENTRE P. INTERMEDIA/NIGRESCENSY LOS
BACILOS ENTERICOS GRAM-NEGATIVOS CON PROFUNDIDAD DE SONDA]JE (PS),
NIVEL DE INSERCION CLINICA (NIC)Y PORCENTA]JES DE SITIOS CON

SANGRADO (S)

Parametro clinico Presencia entéricos y P. intermedia/nigrescens Estadistico

PS (mm; promedio) r= 0,362 Spearman
p<0,0001

NIC (mm; promedio) r= 0,358 Spearman
p<0,0001

S (% sitios) r= 0,079 Spearman
p<0,0001
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TABLE 3.- COMPARACION DE LOS DATOS CLINICOS
Parametro Presencia entéricos Ausencia entéricos Estadistico
P. Intermedia/nigrescens P. Intermedia/nigrescens

PS (mmz*DE) 5,47t1,4 5,03%1,3 Mann Whitney
p<0,001

NIC (mm*DE) 6,2312 5,48+1,8 Mann Whitney
p<0,001

%S (%=*DE) 17+14 62+16 X2
p<0,001

PS: profundidad de sondaje; NIC: nivel de insercién clinica; S: porcentaje de sitios con sangrado; mm: milimetros;

DE: desviacién estandar.

tificar su posible impacto en los resultados después
del tratamiento periodontal (17).

En este estudio se identificaron 20 (26.31%) pacien-
tes con bacilos entéricos gram-negativos. En Latino-
américa la frecuencia de entéricos varia segun la po-
blacién estudiada, alcanzando una prevalencia de 17.6%
en Chile (17) y 67% en Santo Domingo (4).Igualmente,
en Brasil (8) y Colombia (9, 10), algunos investigadores
han encontrado frecuencias similares a las observadas
en el presente estudio. Los entéricos subgingivales per-
sisten con frecuencia después de terapia periodontal
mecanica y quirtrgica (4), y han mostrado resistencia
in vitro a la mayoria de antimicrobianos usados como
terapia adjunta al raspado y alisado radicular (7-12).
Se requieren mas estudios que permitan clarificar el
efecto de los entéricos sobre los parametros clinicos
periodontales y sobre la respuesta al tratamiento.

En la presente investigacién se observé P intermedia/
nigrescens en el 46.7% de los pacientes. Estos valores
son similares a los observados por otros investigado-
res (9).Se ha propuesto que la invasién tisular realiza-
da por P intermedia/nigrescens, juega un papel impor-
tante en la patogénesis de la enfermedad periodontal
(3). Ademas, su presencia se ha asociado a infeccio-
nes nasofaringeas e intraabdominales (18). Futuros
estudios deberan dilucidar la influencia de las multi-
ples especies subgingivales sobre la respuesta de los
pacientes a la terapia periodontal.

En este estudio, se observé una correlacién positiva
altamente significativa entre P. intermedia/nigrescens
y entéricos. Herrera y colaboradores (17), encontra-

ron en un estudio realizado en Suramérica, que la mi-
tad de los pacientes en los que se aislé P. intermedia/
nigrescens, se encontraron también bacilos entéricos.
Resultados similares fueron observados en la presen-
te investigacién. Sin embargo, se requieren mas inves-
tigaciones que estudien las correlaciones entre estos
microorganismos.

Los parametros clinicos de los pacientes estudiados en
esta investigacioén, estuvieron incrementados significa-
tivamente en presencia de P, intermedia/nigrescens y
entéricos. Esta evidencia indica que estos microorga-
nismos estan estrechamente asociados con la patogé-
nesis de la periodontitis y podrian estar involucrados
en el proceso de la destruccién periodontal. Diferen-
cias relacionadas con la respuesta del huésped, habi-
tos de higiene oral, composicién microbiana y acceso a
la atencién odontolégica pueden ayudar a explicar es-
tas correlaciones en la expresién clinica de la perio-
dontitis de la poblacién estudiada (19). Por esta razén
es fundamental conocer la composicién de la microflo-
ra subgingival especifica de cada regién geografica
para determinar el protocolo terapéutico apropiado.
Ademas, se requieren futuros estudios que clarifiquen
el efecto que tienen P intermedia/nigrescens y los baci-
los entéricos gram-negativos sobre los parametros cli-
nicos y la respuesta al tratamiento periodontal.

CONCLUSIONES

La presente investigacién confirma que la presencia
de P. intermedia/nigrescens y los bacilos entéricos
gram-negativos esta relacionada con condiciones pe-
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riodontales adversas. Estos resultados deben ser teni-
dos en cuenta en los protocolos de tratamiento de los
pacientes que presenten estos microorganismos en
placa subgingival con el fin de seleccionar la terapia
periodontal adecuada.
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