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INTRODUCCION

La periodontitis cronica es una enfermedad caracterizada por la
inflamacién y destruccion de los tejidos que soportan el diente y que, en los
estadios mas avanzados, lleva a la pérdida de los dientes. Se trata de una
enfermedad de gran prevalencia que afecta a individuos de todas las edades.
En la ultima Encuesta de Salud Oral realizada en Espafa en el afio 2010 se
observé que en el grupo de adultos jovenes, de 35 a 44 afios, el 53%
presentaban calculo, que implica una inflamacién cronica de las encias.
Ademas, el 11% presentaban ya bolsas periodontales y el 5% se encontraban
en una fase avanzada de la enfermedad. En la cohorte de 65-74 afos el
calculo estaba presente en el 56'5% de la poblacion, la prevalencia de bolsas
periodontales ascendia al 188%, y un 104% presentaba periodontitis
avanzada (Llodra Calvo 2012).

Ademas, en los Ultimos afnos muchos estudios que relacionan la
enfermedad periodontal con enfermedades sistémicas como patologia
cardiovascular, parto prematuro y neonatos de bajo peso al nacer y diabetes.
Existe una falta de consenso por parte de los expertos y la mayoria de estos
estudios no determinan la relacidon causa-efecto entre ambas pero si se ha
observado que el tratamiento de la enfermedad periodontal mejora parametros
inflamatorios a nivel sistémico y reduce la bacteriemia (Otomo-Corgel et al.
2012).

El diagnostico de la enfermedad periodontal no se limita a la
identificacién de los signos clinicos, sino que se estan desarrollando otras
formas de diagndstico que permitan una identificacion lo mas temprana posible
del inicio y progresion de la enfermedad. El conocimiento detallado de la
microbiologia periodontal ademas de permitir el desarrollo de programas de
prevencion para pacientes de riesgo periodontal, nos permite conocer el
prondstico y monitorizar los resultados una vez realizado el tratamiento. Una de
las técnicas mas empleadas en el estudio de la microbiologia periodontal es la

reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En la cavidad oral existe un gran
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numero de bacterias en condiciones normales, entre las cuales hay especies
que residen en armonia sin causar dafio al huésped o incluso son beneficiosas
para él. Sin embargo, existen otras especies asociadas a la enfermedad
periodontal y denominadas bacterias periodontopatégenas. Entre estas
bacterias destacan Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Treponema denticola y Eikenella
corrodens. Se caracterizan por la habilidad para colonizar subgingivalmente, su
capacidad invasiva, la sintesis de proteasas y endotoxinas y su capacidad para

inducir una respuesta inmune en el huésped.

Porphyromonas gingivalis es una bacteria anaerobia gram-negativa que
puede colonizar las superficies orales e invadir los tejidos periodontales
activando la respuesta inmune del huésped. P. gingivalis esta considerado
como uno de los patégenos mas importantes de la enfermedad periodontal. P.
gingivalis se detecta con gran frecuencia en pacientes con periodontitis, sin
embargo, también es detectado, aunque en menor medida en pacientes

periodontalmente sanos.

Entre los factores de virulencia encontramos las fimbrias, las
endotoxinas, la capsula, las vesiculas de membrana, etc, destacando la
caracterizacion del tipo de fimbrias que presenta el microorganismo por el
papel que juega en la invasion del huésped. El gen fimA codifica para la
fimbrilina, una subunidad proteica de la fimbria. Recientemente se ha estudiado
la distribucion del genotipo del gen fimA de P. gingivalis en pacientes
periodontales obteniendo seis variantes de este gen en funcién de su
secuencia nucleotidica (I-V y Ib). Se ha indicado la existencia de una clara
correlacion entre la destruccion periodontal y la distribucién de estos genotipos
de fimA. Concretamente la presencia de fimbrilina tipo Il es significativamente

predominante en pacientes con periodontitis severa.

El objetivo del presente estudio es estudiar la prevalencia de la
enfermedad periodontal cronica en una muestra de 114 adultos de la
Comunidad Valenciana, determinando ademas la prevalencia de los distintos

genotipos de fimA de P. gingivalis de la muestra estudiada, asi como la
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presencia o ausencia de A. actinomycetemcomitans, T. forsythia y T. denticola.
También se ha pretendido comparar la expresion del gen fimA de P. gingivalis
en pacientes con periodontitis cronica y en adultos periodontalmente sanos, y
estudiar la asociacion entre los distintos genotipos y los parametros clinicos de
la enfermedad como son el sangrado gingival, la profundidad de bolsas

periodontales y la pérdida de insercion.
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1. LAENFERMEDAD PERIODONTAL

1.1. ANATOMIA DEL PERIODONTO SANO
El periodonto esta formado esta formado por los tejidos de soporte y
revestimiento del diente (encia, ligamento periodontal, cemento, hueso

alveolar).

La encia

La mucosa bucal consta de tres zonas: la mucosa masticatoria (formada
por la encia y el revestimiento duro del paladar), el dorso de la lengua (cubierto
por mucosa especializada) y la mucosa bucal que recubre el resto de la boca.
La encia es la parte de la mucosa bucal que recubre los procesos alveolares de

los maxilares y rodea los cuellos de los dientes.

Los limites de la encia son los siguientes: en sentido coronario la encia,
de color rosado, termina en el margen gingival libre, de contorno festoneado.
En sentido apical, se continda con la mucosa alveolar, de un rojo mas oscuro y

laxo. Ambas se separan por la linea o unién mucogingival (LMG).

En la encia podemos distinguir dos partes: la encia libre o marginal y la
encia insertada o adherida. La encia marginal corresponde al margen o borde
de la encia que rodea los dientes y forma la pared de tejido blando del surco
gingival. El surco gingival es el espacio poco profundo alrededor del diente,
limitado por la superficie dental y el revestimiento epitelial del margen libre de la
encia. En el ser humano, la profundidad de sondaje de un surco gingival

clinicamente normal es de 2 a 3 mm.

La encia insertada esta fijada firmemente al periostio subyacente del
hueso alveolar. La anchura de ésta corresponde a la distancia entre la unién
mucogingival y la proyeccion sobre la superficie externa del fondo del surco
gingival o bolsa periodontal. Generalmente ésta es mayor en la zona de

incisivos y menor en la zona de molares.
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Ligamento periodontal

Es el tejido conectivo que rodea a la raiz y la une al hueso. Las fibras
principales son los elementos mas importantes del ligamento periodontal, son
de colagena y estan dispuestas en fasciculos. Estan distribuidas en seis
grupos:

- Grupo transeptal: Se extienden en sentido interproximal sobre la cresta
alveolar y se enclavan en el cemento de los dientes vecinos.

- Grupo de la cresta alveolar: Se extienden en sentido oblicuo desde el
cemento, por debajo del epitelio de union, hasta la cresta alveolar. Evitan la
extrusion del diente y se oponen a los movimientos laterales.

- Grupo horizontal: Se extienden en angulos rectos respecto del eje
longitudinal del diente, desde el cemento hasta el hueso alveolar.

- Grupo de fibras oblicuas: Es el grupo mas vasto y se extienden desde el
cemento en direccion coronal oblicuamente hacia el hueso. Son las que
soportan las tensiones masticatorias verticales.

- Grupo apical: Divergen a partir del cemento hacia el hueso en el fondo del
alveolo.

- Grupo interradicular: Divergen desde el cemento hacia el diente en las

zonas de las furcas de los dientes multirradiculares.

El tejido conectivo intersticial presenta fibras colagenas dispuestas con
menor regularidad entre los grupos de fibras principales. Este tejido contiene

vasos sanguineos, linfaticos y nervios.

Cemento

Es el tejido mesenquimatoso calcificado que constituye la cubierta
exterior de la raiz anatomica. Existen principalmente dos tipos de cemento
radicular: el acelular (primario) y el celular (secundario). Ambos estan formados

por una matriz interfibrilar calcificada y fibrillas colagenas.
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Proceso alveolar

Es la porcion del maxilar y la mandibula que forma y apoya a los
alvéolos dentarios. Se forma cuando el diente erupciona, con la finalidad de
proveer la insercion dsea para constituir el ligamento periodontal, y desaparece
de manera gradual tras la pérdida del diente. El proceso alveolar consta de:
- Una lamina externa de hueso cortical, formado por hueso compacto.
- La pared alveolar interna de hueso compacto delgado llamado hueso

alveolar propiamente dicho, lamina cribiforme o lamina dura.

- Trabéculas esponjosas, entre esas dos capas compactas, que operan como

hueso alveolar de soporte (Carranza, Newman 1998).

1.2. ETIOPATOGENIA DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

En la etiopatogenia de la periodontitis intervienen tanto microorganismos
como la respuesta inmune del huésped. Las bacterias colonizan los tejidos que
rodean al diente, encia marginal y surco gingival, formando biofilms o
biopeliculas. Estas comunidades bacterianas situadas en la cavidad oral
también se conocen como placa dental. La placa supragingival esta
relacionada con la gingivitis mientras que es la placa subgingival la que esta

ligada a la periodontitis (Liebana, Castillo & Alvarez 2004).

En condiciones habituales existe un predominio de estreptococos orales
(hasta un 82%), en equilibrio con los tejidos gingivales, y cuando éste se
rompe surgen las enfermedades gingivales. Todas ellas tienen en comun la
presencia de una placa inespecifica a nivel gingival que, junto al calculo,

desencadenan el proceso inflamatorio (Liebana, Castillo & Alvarez 2004).

Bajo el término de “Periodontitis” se incluye aquellas enfermedades
inflamatorias que conducen a la destruccion del aparato de sostén dental. La
enfermedad periodontal evolucionar por brotes episédicos, seguir un curso en
etapas (desde una forma inicial a otra avanzada), tener un caracter cronico o

agresivo y ser localizadas o generalizadas.
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La placa subgingival es aquella que esta localizada a nivel del surco
gingival. A medida que la enfermedad evoluciona se convierte en una bolsa
periodontal y lleva a la destruccion del hueso alveolar. De una forma
esquematica puede decirse que en la periodontitis crénica estan implicados
una amplia gama de microorganismos como P. gingivalis, Prevotella
intermedia, T. denticola, T. forsythia, Prevotella nigrescens y otros. En el caso
de la periodontitis agresiva el microorganismo mas prevalente es A.
actinomycetemcomitans junto con otro microorganismos como Campylobacter

rectus, T. forsythiay P. gingivalis.

Factores de periodontopatogenicidad

Los factores que influyen en la periodontopatogenididad de las bacterias
se dividen en dos grupos: directos e indirectos (Liebana, Castillo & Alvarez
2004).

» Patogenicidad directa. Se produce por la accién de productos que elaboran

las bacterias y que actuan directamente sobre los tejidos que forman el
periodonto, como exotoxinas y exoenzimas. Estos productos producen lesiones
tisulares, muerte celular, citotoxicidad, apoptosis, etc, destacando Ila
penetracidn en los tejidos epiteliales, especialmente ligada a P. gingivalis, A.

actinomycetemcomitans, P. intermedia y F. nucleatum.

+ Patogenicidad indirecta. Son aquellos que disminuyen o aumentan la

respuesta del huésped. Uno de los principales factores de virulencia de A.
actinomycetemcomitans es la sintesis de una leucotoxina que ademas parece
que induce la apoptosis en las células polimorfonucleares (PMN). Otros
microorganismos interfieren la respuesta especifica mediante proteasas que
destruyen inmunoglobulinas y factores del complemento, que inhiben la
proliferacion de linfocitos B, etc. En ocasiones la patogenicidad indirecta se
traduce en un incremento de la respuesta del huésped, activando macrofagos

que excretan enzimas que contribuyen a la inflamacién y a la reabsorcién ésea.
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Factores del huésped

El huésped puede presentar una respuesta normal o patoldgica. En
ocasiones se produce una hiperrespuesta que se relaciona con periodontitis
agresivas, ya que parece que en las crénicas ésta no se produce. Al activarse
macréfagos (monocitos) y linfocitos T se liberan una serie de mediadores que
contribuyen al proceso inflamatorio, al dafo tisular y a la destruccion ésea. En
otros casos la respuesta del huésped puede estar disminuida por
enfermedades como el SIDA, tratamientos inmunosupresores, etc, que

aceleran la evolucion de la enfermedad (Liebana, Castillo & Alvarez 2004).

Por tanto, la destruccién de los tejidos periodontales viene determinada
tanto por la patogenicidad de las bacterias como por la respuesta del huésped

qgue en ocasiones esta alterada, bien por exceso o por defecto.

1.3. CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES PERIODONTALES

La importancia de clasificar las enfermedades periodontales reside en la
unificacion de los criterios a la hora de diagnosticar esta patologia. La
enfermedad periodontal no es una sola entidad, ya que existen diferentes tipos
de manifestaciones clinicas en funcion de su etiologia, signos que presenta,
evolucion... Por este motivo los sistemas de clasificacion son necesarios con la
finalidad de proporcionar al clinico unos criterios ordenados de diagndstico y

tratamiento de sus pacientes.

La Academia Americana de Periodoncia, AAP, en 1999 desarrollo la
Clasificacion de Enfermedad Periodontal (Armitage 1999). Esta clasificacion
supone la unificacion de las diferentes entidades que se presentan en la
enfermedad periodontal. Hasta esa fecha la clasificacion mas empleada fue la
publicada en 1989 por la misma academia. Sin embargo, esta clasificacion de
1989 presentaba una serie de inconvenientes:

- Considerable extension en las categorias de enfermedades.

- Ausencia del componente de enfermedad gingival.

13
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- Inapropiado énfasis en la edad y en las tasas de progresion.

- Criterios inadecuados para su clasificacion.

Posteriormente en 1993 durante el primer Workshop Europeo de

Periodoncia se sugiere una clasificacion de la enfermedad periodontal simple,

basandose en parte en la edad del paciente dividida en cuatro categorias:

- Gingivitis.
- Periodontitis del adulto.
- Periodontitis de aparicion temprana.

- Periodontitis necrotizante.

La clasificacion propuesta por la AAP en 1999 incluye algunos aspectos

nuevos y presenta una serie de correcciones con respecto a las anteriores,

como son:

14

Se afade una extensa clasificacion de la enfermedad gingival que incluye
tanto lesiones inducidas por placa como las no asociadas a la presencia de
placa.

Se consideran los aspectos sistémicos del paciente periodontal, adquiriendo
importancia las manifestaciones o lesiones periodontales de enfermedades
sistémicas a nivel endocrino, malnutricion o toma de medicamentos.

Se sustituye el término de “periodontitis del adulto” por “periodontitis
crénica”, con la finalidad de poder incluir a aquellos adolescentes que
presenten esta patologia.

Se reemplaza la denominacion de “Periodontitis de aparicién temprana” por
“Periodontitis Agresiva” lo que implica que la enfermedad puede aparecer
en cualquier edad.

Se excluye la forma de “Periodontitis Refractaria”, ya que no se trata de una
entidad propia sino mas bien cualquier tipo de periodontitis resistente al
tratamiento aplicado.

Reemplazo de “Periodontitis ulceronecrotizante” por “Enfermedad
Periodontal Necrotizante”, la cual incluye tanto a la gingivitis como a la
periodontitis ulceronecrotizante.

El absceso periodontal que no aparecia en la clasificacion de 1989 se

incluye en esta, basandose en la localizacion del absceso.
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- Los aspectos que tienen relacién con lesiones periodontales endododnticas
son incluidas.

- Se anade una categoria que abarca las alteraciones, condiciones o
deformidades tanto del desarrollo como adquiridas de los tejidos

periodontales.

La clasificacion de la ADA de 1999 es la siguiente:
I. Enfermedad Gingival
A. Enfermedad Gingival Inducida por Placa Dental.
1. Gingivitis asociada con Placa Dental Unicamente.
a. Sin otros factores locales asociados.
b. Con otros factores locales asociados (Ver VIII-A).
2. Enfermedad Gingival modificada por factores sistémicos.
a. Asociada con el Sistema Endocrino.
1) Gingivitis asociada con la Pubertad.
2) Gingivitis asociada con el Ciclo Menstrual.
3) Gingivitis asociada con el Embarazo.
a) Gingivitis.
b) Granuloma Piégeno.
4) Gingivitis asociada a Diabetes Mellitus.
b. Asociada con Discrasias Sanguineas.
1) Gingivitis Asociada con Leucemia.
2) Otros.
3. Enfermedad Gingival modificada por medicamentos.
a. Enfermedad gingival influenciada por drogas.
1) Agrandamientos Gingivales Influenciados por drogas.
2) Gingivitis Influenciada por drogas.
a) Gingivitis asociada a anticonceptivos orales.
b) Otras.
4. Enfermedad gingival modificada por malnutricion.
a. Gingivitis asociada a deficiencia de Acido Ascérbico.
b. Otras.
B. Lesiones Gingivales No Inducidas por Placa.
1. Enfermedad Gingival de Origen Bacteriano Especifico.
a. Lesiones asociadas con Neisseria gonorrhea.
b. Lesiones asociadas con Treponema pallidum.
c. Lesiones asociadas a Especies Streptocdcicas.
d. Otros.
2. Enfermedad Gingival de Origen Viral.

15
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a. Infecciones por el Herpes Virus.
1) Gingivoestomatitis herpética primaria.
2) Herpes oral recurrente.
3) Infecciones por Varicela Zoster.
b. Otras.
3. Enfermedad Gingival de Origen Fungico.
a. Infecciones por Especies de Candida.
b. Eritema Gingival Lineal.
c. Histoplasmosis.
d. Otras.
4. Lesiones Gingivales de Origen Genético.
a. Fibromatosis Gingival Hereditaria.
b. Otros.
5. Manifestaciones Gingivales de Condiciones Sistémicas.
a. Desdérdenes Mucocutéaneos.
1) Liquen Plano.
2) Penfigoide.
3) Pénfigo Vulgar.
4) Eritema Multiforma.
5) Lupus Eritematoso.
6) Inducidas por Drogas.
7) Otras.
b. Reacciones Alérgicas.
1) Reacciones a los materiales restaurativos dentales.
a) Mercurio.
b) Niquel.
c) Acrilico.
d) Otros.
2) Reacciones atribuidas a
a) Cremas dentales.
b) Enjuagues dentales.
c) Aditivos de gomas de mascar.
d) Aditivos de los alimentos.
3) Otras.
6. Lesiones Traumaticas.
a. Lesiones quimicas
b. Lesiones fisicas.
c. Lesiones térmicas.
7. Reacciones a Cuerpo Extrafo.

8. Otras no Especificas.
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Il. Periodontitis Cronica.
A. Localizada.
B. Generalizada.
lll. Periodontitis Agresiva
A. Localizada.
B. Generalizada.
IV. Periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas.
A. Asociada con Desordenes Hematolégicos.
1. Neutropenia adquirida.
2. Leucemia.
3. Otros.
B. Asociada con Desdrdenes Genéticos.
1. Neutropenia ciclica familiar.
. Sindrome de Down.
. Sindromes de deficiencia de adhesion leucocitaria.
. Sindrome Papillon-Lefevre.
. Sindrome de Chediak-Higashi.
. Histiocitosis.

. Enfermedad de almacenamiento de glicégeno.

0 N O a0~ WODN

. Agranulocitosis Genética Infantil.
9. Sindrome de Cohen.
10. Sindrome de Ehlers-Danlos.
11. Hipofosfatasia.
12. Otros.
C. Otros no especificos.
V. Enfermedad Periodontal Necrotizante.
A. Gingivitis Ulceronecrotizante.
B. Periodontitis Ulceronecrotizante.
VI. Absceso Periodontal.
A. Absceso gingival.
B. Absceso periodontal.
C. Absceso pericoronal.
VII. Periodontitis Asociada con Lesiones Endoddnticas.
A. Lesiones combinadas endo-periodontales.
VIII. Condiciones o deformidades del desarrollo o adquiridas
A. Factores Localizados Relacionados a los Dientes que Modifican o Predisponen a la
Enfermedad Gingival Inducida por Placa o Periodontitis.
1. Factores anatomicos dentales.
2. Aparatos y restauraciones dentales.

3. Fracturas radiculares.
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4. Reabsorcion radicular cervical y lagrimas de cemento.
B. Condiciones y Deformidades Mucogingivales Adyacentes a los Dientes.
1. Reseccion de los Tejidos Gingivales Blandos.
a. Superficies Lingual o Vestibular.
b. Interproximal (Papilar).
2. Ausencia de Encia Queratinizada.
3. Profundidad Vestibular Disminuida.
4. Posicion Aberrante de Musculos/Frenillo.
5. Exceso Gingival.
a. Pseudobolsas.
b. Margen gingival inconsistente.
c. Gran exceso gingival.
d. Agrandamieto gingival.
6. Color anormal.
C. Condiciones y Deformidades Mucogingivales en Rebordes Edéntulos.
1. Deficiencia de reborde horizontal y/o vertical.
2. Ausencia de tejido queratinizado/Encia.
3. Agrandamiento de tejido blando/Gingival.
4, Posicion aberrante de musculos/Frenillo.
5. Profundidad Vestibular Disminuida.
6. Color anormal.
D. Trauma Oclusal.
1. Trauma Oclusal Primario.

2. Trauma Oclusal Secundario.

1.4. INDICES EPIDEMIOLOGICOS PERIODONTALES

Los indices periodontales mas utilizados son los siguientes:
indice de Placa de Silness y Lée, 1964 (IP)

indice Gingival de Loe y Silness, 1953 (IG)

indice de Higiene de O’Leary, 1972 (IH)

indice Periodontal Comunitario de Necesidad de Tratamiento (CPITN)

oo w >

A. Indice de Placa de Silness y Loe:

Se trata de un indice que evalua la presencia de placa bacteriana en las

superficies vestibulares de los dientes. Para ello es necesario secar con aire
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previamente y no requiere el uso de reveladores de placa. Los grados de este
indice son:
- Grado 0: Ausencia de placa
- Grado 1: Pelicula fina de placa en el borde gingival unicamente detectable
al pasar la sonda.
- Grado 2: Moderada cantidad de placa a lo largo del borde gingival.
Espacios interdentales libres. Reconocible a simple vista.
- Grado 3: Gran cantidad de placa a lo largo del borde gingival. Espacios

interdentales ocupados por placa.

Suma de las puntuaciones
IP de Silness y Lée =

Numero de dientes

B. indice Gingival de Lée vy Silness:

Mide inflamacién gingival y sus grados son los siguientes:
- Grado 0: Encia normal, sin inflamacién, sangrado ni cambios de color.
- Grado 1: Inflamacion leve, sin sangrado. Leve aumento de volumen y
cambio de color.
- Grado 2: Inflamaciéon moderada, edema, eritema, sangrado al sondaje y
presion.
- Grado 3: Inflamacién severa, importante eritema y edema. Sangrado

espontaneo, ulceracion.

Suma de los indices gingivales de cada pieza

I.G de Loe y Silness =
Numero de piezas examinadas

En funcion del valor medio obtenido podemos distinguir entre:
- Inflamacion gingival leve: 0’1-1
- Inflamacion gingival moderada:1’1-2

- Inflamacién gingival severa:2’1-3
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C. indice de Higiene de O'Leary:

Este indice solo detecta la presencia de placa de manera cuantitativa, ya
que determina la presencia o ausencia de ésta. Para ello se utiliza un revelador
de placa, y se observa cada superficie del diente (vestibular, palatina, mesial y
distal) y se anota un signo + o — (la presencia o ausencia de placa

respectivamente). El resultado se expresa en forma de porcentaje:

NuUmero de sitios exentos de tincion
% higiene oral = X100
Numero de dientes examinados

D. indice Periodontal Comunitario de Necesidad de Tratamiento (CPITN):

Este es el indice mas usado para estudios epidemiolégicos y, ademas
de la gravedad de la gingivitis y periodontitis, indica la necesidad de
tratamiento. Para realizar la exploracion se recomienda el uso de la sonda
periodontal de la OMS, que posee una punta esférica de 0’5 mm y marcas para
los 3’5, 55, 85y 11’5mm.

Cada diente es explorado en seis puntos (3 vestibulares y 3 palatinos:
mesial, medio y distal). Los sextantes son las unidades basicas de registro, y
para ello cada sextante debe contener, al menos, dos dientes funcionales. Si
existe un diente o ninguno, el sextante es nulo y los valores se incluyen en el
sextante contiguo. El valor asignado a cada sextante sera el mas alto obtenido
tras explorar los dientes de ese sextante. En menores de 20 afios sélo se
exploran 6 dientes: un incisivo superior, otro inferior, y los primeros molares(o
en su defecto los segundos molares). Los cddigos de este indice son los
siguientes:

- Cadigo 0: Salud periodontal.

- Caodigo 1: Hemorragia al sondaje.

- Cddigo 2: Presencia de célculo y/o restauraciones desbordantes.
- Cddigo 3: Bolsas de 4-5mm de profundidad.

- Cddigo 4: Bolsas de 6mm de profundidad o mayores.
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El numero de codigo registrado en cada sextante indicara las
necesidades de tratamiento.
- Cddigo 1: Tratamiento 1 (Instruccidn en higiene oral)
- Cddigo 2: Tratamiento 1 + Tratamiento 2 (Eliminacion de calculo y de
obturaciones desbordantes)
- Cddigo 3 y 4: Tratamiento 1+ Tratamiento 2+ Tratamiento 3 (tratamiento

periodontal complejo)

Posteriormente se desarrollo el indice Periodontal Comunitario, CPI, que
es una variante de anterior, ya que también registra el sangrado, la presencia
de calculo y de bolsas periodontales. Se trata de un indice mas completo

porque ademas de estos parametros, mide la pérdida de insercion.

1.5. PREVALENCIA DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

MUNDIAL
Locker et al. realizaron una revision critica de la literatura existente sobre
epidemiologia de la enfermedad periodontal desde 1980 hasta 1996 (Locker,

Slade & Murray 1998). Tras el rechazar varios estudios que, por sus

deficiencias en las mediciones, no fueron incluidos en esta revision, los autores

llegaron a las siguientes conclusiones:

- Existe un porcentaje elevado de sujetos de edad media y avanzada que
presenta niveles moderados de pérdida de insercidn, mientras que la
pérdida severa afecta a un porcentaje mucho menor. Aproximadamente una
quinta parte de los individuos mayores han experimentado una pérdida
severa generalizada.

- Los estudios de incidencia muestran que el 50-75% de los adultos mayores
experimentan una peérdida de inserciéon de 2-3 mm 0 mayor, como minimo

en una localizacién en un periodo de tiempo relativamente corto.

En 2008, se publicé una revision sobre enfermedad periodontal y adultos
mayores incluyendo, entre otros aspectos, la epidemiologia de la enfermedad
(Boehm, Scannapieco 2007). En el estudio se muestra la siguiente tabla de

prevalencias.
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Estudio Sujetos (Pais, edad) Tasas de prevalencia

Krustrup y Erik | Dinamarca. 65-74 afos | 2’4% sanos
Petersen. 93’'1% sangrado al sondaje

62’1% bolsas 4-5 mm
20% bolsas > 5 mm

Levy et al. lowa. Edad media:85 91%: 4 mm Pérdida Insercion

45%: 6 mm Pérdida Insercion
15%: 8 mm Pérdida Insercion

Mack et al. Alemania. 60-80 afios 60-69 afnos: 79% 4 mm bolsa

37% 6 mm bolsa
70-79 anos: 68% 4 mm bolsa
30% 6 mm bolsa

Hirotomi et al. Japon. 70-80 anos 97% 4 mm Pérdida Insercién

48% 7 mm Pérdida Insercidon

Chalmers et al. Sur de Australia. Edad | 66% Edéntulos

media: 83’2 63% Zonas con calculo

Kiyak et al. Washington. 78-98 afios | 43% Enfermedad periodontal

Tabla1. Tabla de prevalencias de la revision realizada por Boehm et al.

Jenkins y Papapanou realizaron una revision bibliografica de la

epidemiologia de la gingivitis por placa y la periodontitis en nifos y

adolescentes (Jenkins, Papapanou 2001). Las conclusiones de estos autores

son las siguientes:
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La gingivitis es comun. Su prevalencia y severidad se incrementa con la
edad. Las superficies linguales de los molares y las superficies
interproximales en general son las mas afectadas.

Los datos sobre periodontitis en denticion temporal son muy limitados. La
prevalencia en nifos europeos es aproximadamente del 5%. Las tasas de
prevalencia mas altas en nifios no europeos estan relacionadas con una
predisposicion racial o con una higiene oral deficiente.

Es muy poco frecuente la periodontitis severa generalizada en denticion
temporal que implique la pérdida prematura de estos dientes. Estos casos

habitualmente estan relacionados con enfermedades sistémicas.
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La pérdida de soporte periodontal relacionada con la periodontitis en
denticion permanente es comun en adolescentes, pero habitualmente solo
se observan pequefas pérdidas de insercién y minimas reabsorciones de
hueso.

Son pocas la poblaciones de adolescentes en las que se observa una
mayor destruccién periodontal, y ésta se atribuye a la raza, etnia y a las
diferencias de cuidados preventivos.

Las formas mas precoces de periodontitis afectan aproximadamente al 0’1%
de la poblacién blanca y al 2’6 de la poblacion negra. Las formas
localizadas son cuatro veces mas frecuentes que las generalizadas. Los
estudios sugieren que estos tipos de periodontitis a mujeres blancas mas
que a hombres blancos y a hombres negros mas que a mujeres negras.

En general, la placa, el calculo y los niveles de gingivitis y periodontitis son
ligeramente mayores en los chicos que en las chicas.

En los ultimos 40 afios, se ha observado en algunos paises desarrollados
una mejora de la higiene oral en la nifiez y la adolescencia, con reduccion
de los niveles de gingivitis. En otros paises la higiene se ha ido deteriorando
y los niveles de gingivitis han aumentado. Sin embargo, no hay evidencias
de un cambio en la prevalencia y severidad de la periodontitis.

En los paises desarrollados la enfermedad periodontal necrotizante tiene un
pico de incidencia en los adultos jovenes y en muchos de estos paises es
poco frecuente, aunque su prevalencia es mayor en portadores del VIH. En
los paises en via de desarrollo los nifios con malnutricion y enfermedades
infecciosas tienen riesgo de padecer una enfermedad periodontal

necrotizante.

EUROPA

En el grupo de edad de 15 a 19 afios unicamente el 22% estan sanos a

nivel periodontal, ya que la mayoria presentan gingivitis y/o calculo. Existen

diferencias entre los distintos paises europeos. En Europa oriental se observa

un estado periodontal peor (6% de jovenes sanos) que en Europa occidental

(27% se jovenes sanos).

En los adultos jévenes (de 35-44 afios) el 15-54% presentan bolsas

moderadas (3,5-5,5 mm) con una media del 36% para Europa Occidental y del
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45% para los paises del Este. La proporcién de europeos con bolsas profundas
superiores a 5,5 mm es del 14% (9% en Occidente y 23% en el Este). En el
grupo de edad de 65-74 afios alrededor del 30% de los europeos presentan

bolsas moderadas y el 20% bolsas profundas (Llodra Calvo 2005).

ESPANA

Los datos sobre patologia periodontal en estudios epidemiologicos a
nivel nacional se han recogido a partir de la encuesta realizada en 1983.En el
grupo de 12 ainos el porcentaje de jovenes sanos se duplico de 1983 a 1993,
pasando del 17% al33%. En el afo 2000 este porcentaje de jovenes sanos
aumento hasta el 55% y en 2005, el 34,5% de los adolescentes de 15 afos
estaban periodontalmente sanos.

La prevalencia de bolsas periodontales en el grupo de 35-44 anos fue
muy similar en las encuestas 1983-1993, en torno al 49%, mientras que hubo
una notable disminucién en la encuesta de 2000, presentando bolsas
periodontales el 26% de adultos jévenes (de 35-44 anos)% y se estabilizé en el
25,4% en el estudio del 2005.

El porcentaje de sujetos con bolsas severas es otro indicador que ha ido
disminuyendo del 18% (1983) al 11%(1993), y al 4% (2000 y 2005).

En el 2010 se realizo la ultima encuesta a nivel nacional. Los resultados
obtenidos a nivel de patologia periodontal son los siguientes:

- Al analizar la presencia de bolsas periodontales en el grupo de adultos
jévenes encontramos unas cifras mejores que las obtenidas en el periodo
2000-2005, pasando de un 25% al 16%.

- En el grupo de 65-74 afos la prevalencia de bolsas moderadas o severas
también ha descendido a un 29% respecto a los resultados obtenidos en
2005 (38%) (Llodra Calvo 2012).

COMUNIDAD VALENCIANA
El estudio de salud oral en adultos en la Comunidad Valenciana mas
reciente fue realizado en el afio 2006 (Eustaquio Raga 2008) obteniendo los

siguientes resultados:
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- El porcentaje de sujetos sin ningun signo de enfermedad periodontal es del
13% para adultos y del 5,5% para los mayores.

- La prevalencia de célculo es casi del 60% para los adultos.

- Cerca del 22% y del 26% de los adultos jovenes y los adultos mayores
respectivamente presentan bolsas periodontales aunque soélo una minoria
(4.6% y 4.3%) se corresponde con fase avanzada de la enfermedad.

- En los adultos jovenes casi el 75% no presenta pérdida de insercion,
mientras que en los adultos mayores es de un 25%. Solo el 5% de los
adultos jovenes presenta pérdida de insercion grave, en los mayores es de

casi el 16%.

1.6. TABACO Y ENFERMEDAD PERIODONTAL

La Organizacion Mundial de la Salud estima que actualmente existen en
el mundo 1.300 millones de fumadores. El consumo de tabaco sigue siendo la
principal causa de muerte evitable en el mundo y de un gran abanico de
problemas de salud ampliamente contrastados, como son cancer de pulmén,
vesicula, esoéfago, laringe, boca y garganta; bronconeumopatia cronica,
enfisema y bronquitis; apoplejia, ataques cardiacos y otras enfermedades

cardiovasculares.

Sin embargo, la lista de afecciones que causa el consumo de tabaco ha
aumentado. Actualmente se sabe que el tabaco contribuye a enfermedades
como cataratas, neumonia, leucemia mieloide aguda, aneurisma de la aorta
abdominal, cancer de estdbmago, cancer de pancreas, cancer de utero, cancer
de riidn, periodontitis y otras enfermedades (Office of the Surgeon General
(US), Office on Smoking and Health (US) 2004).

El tabaco en el principal factor de riesgo asociado a la enfermedad
periodontal cronica. La literatura desarrollada en los ultimos veinte anos
evidencia que los pacientes fumadores muestran mayor presencia de bolsas, y
una pérdida de hueso y de insercibn mayores que los no fumadores. Ademas

padecen una pérdida de dientes mayor. Dependiendo de los criterios
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empleados para definir la enfermedad periodontal, el riesgo es de 5 a 20 veces

mayor en un fumador que en un no fumador (Bergstrom 2004).

A pesar de que la asociacion entre tabaco y periodontitis esta
demostrada en numerosos estudios epidemioldgicos, todavia no se ha
descubierto por completo el mecanismo por el que el tabaco contribuye a la
patogénesis de la enfermedad periodontal. Hay estudios microbiolégicos que
muestran una mayor prevalencia en los pacientes fumadores de bacterias
periodontales como Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetencomitans, Bacteroides forsythus, Prevotella intermedia v,
Fusobacterium nucleatum. Sin embargo otros autores no han hallado
diferencias en la deteccién de estas bacterias en pacientes fumadores y no

fumadores (Cesar Neto et al. 2012).

Existe un estudio reciente que afirma que el tabaco altera la respuesta
humoral del paciente frente a P. gingivalis y esto puede incrementar su
capacidad de producir infeccion, reforzando la evidencia de que la evolucién de
la enfermedad periodontal en fumadores es diferente a la de los pacientes no

fumadores, partiendo de una misma situacion (Zeller et al. 2013).

Por otra parte también se ha observado que el consumo de tabaco
influye en el éxito del tratamiento periodontal, ya que se ha observado que mas
del 90% de periodontitis refractarias se dan en pacientes fumadores. Ademas
también se ha demostrado que al abandono del tabaco revierte sus efectos

negativos (Cesar Neto et al. 2012).

1.7. REPERCUSIONES DE LA PERIODONTITIS EN LA SALUD GENERAL
DEL PACIENTE

La enfermedad periodontal muestra una asociacion con multiples

condiciones sistémicas aunque existe una falta de consenso por parte de los

expertos en la naturaleza de esta asociacion. A continuacion se expone la
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relacion entre la enfermedad periodontal vy las patologias sistémicas mas

relevantes con las que se le relaciona.

Diabetes

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica que presenta niveles
elevados de glucemia debido a alteraciones en la produccién o la actividad de
la insulina, que conlleva complicaciones micro- y macrovasculares. Existe una
clara evidencia de que la enfermedad periodontal es una de las complicaciones
del paciente diabético (Otomo-Corgel et al. 2012). Khader et al realizaron un
metaanalisis para examinar la extension y severidad de la enfermedad
periodontal en pacientes con y sin diabetes y sus resultados evidenciaron la

relacion entre ambas enfermedades (Khader et al. 2006).

En los ultimos 20 afos se ha estudiado esta relacion bidireccional
llegando a la conclusién de que la periodontitis severa afecta negativamente
sobre el control de la glucemia y se asocia a la aparicion de complicaciones de
la diabetes (Chapple, Genco & working group 2 of the joint EFP/AAP workshop
2013). De hecho, el tratamiento de la enfermedad periodontal ha demostrado
tener efectos beneficiosos en el control de la glucemia de pacientes con

diabetes tipo Il (Lalla, Papapanou 2011).

Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de mortalidad
y tienen en comun con la enfermedad periodontal que ambas son crénicas, de
etiologia multifactorial, de alta prevalencia y compartes multiples factores de
riesgo.

Existen marcadores inflamatorios a nivel sistémico aparecen en ambas
enfermedades. Ademas, el depdsito de bacterias periodontopatégenas en las
placas de ateroma, induce una respuesta que favorece la coagulacion o la
invasion de células vasculares. Por otra parte se ha hallado una correlacion
entre el espesor de la intima media de la carétida y la enfermedad periodontal

severa (Otomo-Corgel et al. 2012).
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Diversos metaanalisis de estudios publicados concluyen que los
pacientes con enfermedad periodontal tienen un riesgo mayor de desarrollar
enfermedades cardiovasculares, ya que dicha enfermedad periodontal
incrementa tanto la incidencia como la prevalencia de enfermedad cardiaca
coronaria. Sin embargo, la disminucién de este riesgo tras el tratamiento de la
periodontitis estd por demostrar y son necesarios mas estudios en este sentido
(Blaizot et al. 2009, Bahekar et al. 2007, Lockhart et al. 2012).

Neonatos de bajo peso

Desde 1996, existen diversos estudios que buscan hallar la relacion
entre enfermedad periodontal y partos prematuros o neonatos de bajo peso
(Agueda, Echeverria & Manau 2008). En un metaandlisis realizado sobre esta
cuestién concluyeron que dichos estudios son muy heterogéneos y que son
necesarias nuevas investigaciones con una metodologia bien planeada para
verificar la hipétesis. En cualquier caso, es fundamental el cuidado de la salud

bucodental en la mujer embarazada (Konopka, Paradowska-Stolarz 2012).

2. BACTERIAS PERIODONTOPATOGENAS

La interaccion entre las bacterias y las células eucariotas es compleja y
existen diversos mecanismos que nos permiten convivir con normalidad con las
bacterias que se encuentran habitualmente en nuestro organismo. La
enfermedad periodontal se produce por un biofilm complejo de bacterias y sus
productos, activando asi la respuesta inflamatoria del huésped. En la cavidad
oral se han identificado aproximadamente 500 especies de bacterias, de las

cuales 415 estan presentes en la placa subgingival (Feng, Weinberg 2006).

Las bacterias comensales son aquellas que residen en armonia en la
cavidad oral sin causar dano al huésped. Ademas ciertas bacterias poseen un
papel beneficioso en la cavidad oral. Algunos ejemplos de bacterias asociadas
a un periodonto sano son Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis,

Actinomyces naeslundii y Actinomyces viscosus.
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Por otra parte existen bacterias asociadas a la enfermedad periodontal
denominadas periodontopatégenas. A. Actinomycetemcomitans ha sido
asociada a periodontitis agresiva, mientras que Porphyromonas gingivalis, A.
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Treponema denticola y Eikenella
corrodens se han asociado con periodontitis crénica. La placa dental contribuye
al inicio y progresion de la enfermedad periodontal. Sin embargo, es la
composicion de dicha placa la que influira en el grado de afectacién del
periodonto. P. gingivalis, T. denticola y T. forsythia, junto con A.
actinomycetemcomitans (en casos de periodontitis juvenil), son las que
presentan una capacidad destructiva mayor, y de su patogenicidad destaca
(Feng, Weinberg 2006):

* su habilidad para colonizar subgingivalmente

* su capacidad invasiva

* sus proteasas y endotoxinas

* su capacidad para inducir una respuesta

Porphyromonas gingivalis (Pg)
Porphyromonas gingivalis es una bacteria Gram negativa, cocobacilo
anaerobio obligado, tiene forma de cafia pequefa, no movil, forma colonias de

color café, con zonas de hemolisis en las placas de agar sangre.

Pg produce un gran numero de enzimas, proteinas y productos
terminales de su metabolismo que son activas contra un amplio espectro de las
proteinas del huésped, proveyendo un mecanismo de evasion para las
defensas del huésped (Bostanci, Belibasakis 2012). Como factores de

virulencia presenta:

1. Capsula de polisacarido.

Se trata de una barrera fisico-quimica que ofrece proteccion al
microorganismo contra la desecacion y resistencia a la fagocitocis por los
neutréfilos. Posee capsula densa y amorfa de aproximadamente 15 nm de

espesor, alrededor de la membrana exterior. Hay una relacién estrecha entre la
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encapsulacién de Pg y la habilidad para funcionar como un patégeno oral. Esta
encapsulacién incrementa su resistencia a la fagocitosis, resistencia al suero e

induccién decrecida a los leucocitos polimorfonucleares.

2. Hemaglutina.

Intervienen en el proceso de hemaglutinacién de los glébulos rojos
sanguineos. Esta es mediada por adhesinas asociadas a la superficie de la
bacteria. Se ha identificado en Pg por electroforesis una proteina de adhesion
hemaglutinante llamada HA-Ag2, como un antigeno comun a todas las
especies, con la capacidad de union a los eritrocitos. Esta proteina también

participa en la adherencia a las células epiteliales (Chandad, Mouton 1995).

3. Enzimas.

Se trata de uno de los principales factores de virulencia, ya que juegan
un papel importante en la progresion de la enfermedad periodontal, incluyendo
la diseminacion de Pg y otras especies bacterianas a los tejidos mas profundos
del huésped, dando como resultado la invasion de los tejidos y destruccion de
las células del huésped (Travis et al. 1997). Entre éstas destacan la
colagenasa, que degrada fibrillas de colageno como resultado de la accién
mutua con otras proteasas, la proteasa parecida a la tripsina y la proteasa
cisteina, que posee la capacidad de aglutinar a los eritrocitos, causando su

lisis.

4. Lipopolisacaridos (LPS)

Existen estudios que muestran que los lipopolisacaridos producidos por
Pg son capaces de estimular la produccién de Prostaglandinas E2 de los
macrofagpos de las ratas. Tamura et al. (Tamura et al. 1992) han demostrado
la estimulacion de IL-1 e IL-8 por los LPS de Pg en los fibroblastos gingivales
humanos. Los LPS de Pg inducen a la produccién de IL-6 por los fibroblastos
gingivales humanos, se piensa que esta induccion es el resultado indirecto de

la estimulacién de la IL-13 causada por los LPS.
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans(Aa)

Esta fue la primera especie en ser identificada como un posible
patdbgeno periodontal por su incremento en la frecuencia de deteccién y
presencia en grandes cantidades en las lesiones de la Periodontitis juvenil

localizada (Mandell, Socransky 1981, Newman et al. 1976).

Klinger, en 1912, fue el primero en describir sus caracteristicas
morfoldgicas y de cultivo. En primer lugar le asign6é el nombre de Bacterium
actinomycetemcomitans, siendo Topley y Wilson los que en 1929 le cambiaron
el nombre a Actinobacillus actinomycetemcomitans (Olsen, Shah & Gharbia
1999). Posteriormente, en 2006, segun estudios de ADN se observo gran
similitud en cuatro bacterias: Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Haemophilus saphrophilus, Haemophilus paraphrophilus y Haemophilus segnis,
conformando estas un nuevo género llamado Aggregatibacter, perteneciente a
la familia Pasteurellacea, por lo que hubo una reclasificacion y esta bacteria
adquiri6 el nombre que se emplea actualmente: Aggregatibacter

actinomycetemcomitans (Norskov-Lauritsen, Kilian 2006).

Se trata de un cocobacilo Gram negativo, redondeado de un tamafio
aproximado de 0’4-0’5 x 1-1'5um, capnofilico, ya que requiere de la presencia
de CO; para su desarrollo en un porcentaje del 5-10%, no produce esporas, no
es hemolitico y forma colonias. Son multiples sus factores de virulencia entre

los que podemos destacar:

1. Leucotoxina.

Esta posee especificidad citolitica para destruir los leucocitos PMN,
macréfagos y a una subclase de linfocitos humanos, mientras que otros tipos
de células como las endoteliales, epiteliales, fibroblastos, eritrocitos y plaquetas
son resistentes a su lisis. La toxina penetra y forma poros trans-membranosos
en la célula objetivo, induciendo una rapida formacién de canales de iones
altamente conductivos, que llevan a la despolarizacion de la membrana,
pérdida del potasio intracelular, dilatacién osmética con la consecuente muerte

celular (Fives-Taylor et al. 1999).
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2. Bacteriocinas.

Son proteinas letales para otras variedades y especies de bacterias,
disminuyendo asi la competencia con otros organismos ya sea por el espacio o
los nutrientes. Su mecanismo de accion consiste en alterar la permeabilidad
celular produciendo la pérdida de RNA, DNA y otras macromoléculas
intracelulares y co-factores requeridos para su crecimiento. Ademas inhiben el
crecimiento de algunas especies de Streptococos (S sanguis, S uberis) y
Actinomyces (A viscosus) asi como de otras variedades de Aa. Sin embargo
tiene poco efecto sobre el crecimiento de otras bacterias Gram negativas
asociadas con la enfermedad periodontal.

3. Factor inhibidor de la quimiotaxis de los leucocitos polimorfonucleares.

En la periodontitis existe una acumulaciéon de neutréfilos en los tejidos
conectivos gingivales, en el epitelio de unidon y en la bolsa periodontal. La
interferencia o la inhibicion de la quimiotaxis de los neutrdfilos es ventajoso
para el organismo infectante. Aa ha demostrado ser capaz de inhibir la

quimiotaxis.

4. Factores inmunosupresores.

El Aa es capaz de elaborar diversos factores capaces de suprimir los
mecanismos de defensa del huésped, produce una proteina capaz de inhibir la
produccion de DNA, RNA vy sintesis de proteinas por las células T humanas
activadas por antigenos. La proteina purificada es capaz de inhibir la
produccion de IgG e IgM por las células B humanas afectando la produccion de

Ig, mediante la interferencia temprana del estado de activacion de la célula.

Treponema denticola (Td)

Treponema es un género de espiroquetas y mientras que en los
pacientes sanos, s6lo supone un pequeno porcentaje de las bacterias del fluido
crevicular, en los pacientes periodontales la proporcidén hallada de esta bacteria

es mayor. Ademas se ha observado la existencia de asociacion con otras
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bacterias periodontopatdogenas como Porphyromonas gingivalis. Entre los
mecanismos que posee para destruir tejidos periodontales destacan unas
potentes proteasas y los cambios a nivel fisico-quimico que produce en el

entorno(Frederick et al. 2011).

T. denticola ha mostrado adherencia a los fibroblastos y a las células
epiteliales, actividad hemolilica y hemaglutinante, adhesinas que se unen a las
proteinas de la matriz y a las células... Y los efectos de T. denticola y sus
productos generan una respuesta por parte de la mucosa y del sistema

inmunitario del huésped (Sela 2001).

Tannerella forsythia (Tf)

T. forsythia es un bacilo anaerobio gram-negativo que inicialmente fue
descrito como Bacteroides forsythus pero posteriormente fue reclasificado por
Sakamoto et al. Adquiriendo su nombre actual. A pesar de la evidente
implicacién en la patogénesis de la enfermedad periodontal, es uno de los
microorganismos que ha sido menos estudiado. Investigaciones en animales
demuestran su virulencia al causar abscesos y pérdida de hueso alveolar en
roedores. Ademas estos estudios in vivo demostraron que su patogenicidad se
ve potenciada en presencia de otras bacterias como P. gingivalis y T.
denticola. Unicamente han sido identificados unos pocos factores de virulencia
en T. forsythia como son proteasas, actividad inductora de apoptosis,

glucosidasas y glucosaminidasas, una hemaglutinina... (Sharma 2010).

Complejo rojo de Socransky

En 1998 Socransky et al, conocedores de que las bacterias de la placa
subginigival formaban agrupaciones entre ellas, realizaron un estudio cuya
finalidad fue definir como son estas comunidades utilizando para ello muestras
de placa subgingival de pacientes con y sin enfermedad periodontal. En su
estudio observaron 5 complejos. Un complejo formado por Bacteroides
forsythus (actualmente T. forsythia), Porphyromonas gingivalis y Treponema

denticola. Un segundo complejo formado por Fusobacterium nucleatum,
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Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens y Peptostreptococcus micros junto
con otras especies asociadas a este grupo. El tercer complejo compuesto por
Streptococcus sanguis, S. oralis, S. mitis, S. gordoniiy S. intermedius. El cuarto
complejo incluia tres especies de Capnocytophaga, Campylobacter concisus,
Eikenella corrodens y Actinobacillus actinomycetemcomitans serotipo a. Por
ultimo, el quinto complejo estaba formado por Veillonella parvula y Actinomyces
odontolyticus. También se observo la presencia de algunas bacterias que no
mostraron una clara relacion con ninguno de los cinco complejos descritos

anteriormente (Socransky et al. 1998).

Ya en este estudio se observd que era el primer complejo, el
denominado “complejo rojo”, el que mostraba una relacion mas clara con
parametros clinicos de la enfermedad periodontal, en concreto con la
profundidad de bolsa y con la presencia de sangrado tras el sondaje
(Socransky et al. 1998). Posteriormente se han llevado a cabo multiples
estudios para determinar la presencia de estas tres bacterias en diferentes
poblaciones, la asociacion entre ellas y los mecanismos sinérgicos que
aumentan su patogenicidad (Suzuki, Yoneda & Hirofuji 2013), (Darveau 2010),
(Wara-aswapati et al. 2009).

3. GEN fimA de Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis posee varios factores de virulencia como son
fimbrias, capsulas y proteasas. Esta bacteria ha sido detectada con poca
frecuencia en individuos periodontalmente sanos y sin gingivitis. Aunque los
factores de huésped influyen en el desarrollo de la enfermedad periodontal, hay
también diferencias en la virulencia de los microorganismos de los pacientes
periodontalmente sanos y en aquellos que padecen periodontitis. De hecho,
existen clones especialmente virulentos de P. gingivalis en pacientes que han

desarrollado periodontitis cronica o agresiva (Amano et al. 2004).
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Las fimbrias mayores de P. gingivalis son un factor de virulencia critico
que influye en el inicio y progresion de la enfermedad. Se trata de componentes
filamentosos en la superficie celular. Su subunidad proteica, la fimbrilina, esta
implicada en las interacciones con los tejidos del huésped mediante la
adhesion y la colonizacion de éstos. Ademas, las fimbrias son capaces de
activar células del huésped como células epiteliales, endoteliales, monocitos,
dando lugar a la liberacion de citoquinas, incluyendo las interleuquinas IL-1, IL-
6, IL-8 y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), asi como moléculas de

adhesion celular (Amano et al. 2004).

Las variaciones clonales de las fimbrias mayores (FimA) y en la
secuencia nucleotidica del gen fimA han sido estudiadas con la finalidad de
hallar su relacién con las diferencias de virulencia que presenta la bacteria. Se
han hallado seis variantes del gen fimA (tipos I-lI-IlI-IV-V y Ib) en funcién de las

variaciones observadas en la secuencia nucleotidica.

No todas las variantes detectadas aparecen en la cavidad oral con la
misma frecuencia. Los estudios realizados muestran que la mayor parte de los
pacientes periodontales son portadores del tipo Il, sequido del grupo IV, y que
la presencia del tipo Il se incrementa significativamente en las formas mas
severas de periodontitis. Sin embargo, el genotipo de fimA mas prevalente en

los individuos periodontalmente sanos en el tipo I.

En 2003 Beikler et al. realizaron un estudio para determinar la
prevalencia de los distintos genotipos de fimA de P gingivalis en pacientes de la
Universidad de Muenster, Alemania, con enfermedad periodontal. Para ello,
recogieron muestras de placa subgingival de las seis zonas mas afectadas de
102 pacientes y la analizaron, mediante la técnica de reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR). Los genotipos mas prevalentes en esta poblacion fueron el
tipo Il, I y IV. Sin embargo, no encontraron una asociacion entre los tipos y la
severidad de la periodontis ya que no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los genotipos y profundidad de bolsa,

sangrado al sondaje o numero de dientes en boca (Beikler et al. 2003).
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Posteriormente Missailidis et al. llevaron a cabo un estudio similar en
una poblacion brasilena. En este caso los pacientes fueron clasificados en
funcién de su estado periodontal como periodontalmente sanos (sin pérdida de
insercidn), pacientes con gingivitis (aquellos que presentaron mas de un 30%
de sangrado al sondaje) y pacientes con periodontitis agresiva o cronica. De
cada paciente se obtuvieron tres muestras de placa subgingival que se
estudiaron mediante PCR. Los resultados mostraron que el tipo Il como el mas
prevalente en pacientes periodontales, s6lo encontrandose esta variante en un
paciente sano. El tipo Ib es el segundo genotipo mas prevalente en los
pacientes periodontales. El genotipo V no se detecté en la poblacion estudiada,
mientas que el tipo IV fue el mas frecuentemente observado en los pacientes
con gingivitis tanto s6lo como en combinacién con otros genotipos. Por lo tanto,
estos autores concluyen que los genotipos Il y Ib son los mas prevalentes en
los pacientes con periodontitis de la poblacién brasilefia estudiada, sugiriendo

un mayor potencial patogénico de estos tipos (Missailidis et al. 2004).

Miura et al. estudiaron la prevalencia y las diferencias patogénicas que
presentan los distintos tipos de fimA de P gingivalis, en un grupo de 18
pacientes japoneses con periodontitis agresiva, que compararon con otro grupo
de 22 adultos periodontalmente sanos. Ademas de determinar los genotipos de
este microorganismo estudiaron la presencia de otras bacterias relacionadas
con la enfermedad periodontal, Aggregatibacter actinomycetemcomitans vy
Tannerella forsythia, mediante PCR. Los resultados mostraron que en la
periodontitis agresiva el genotipo mas prevalente es el tipo Il, hallandose en un
46'7% de los casos, seguido del tipo Ib y el tipo |. La cantidad de bacterias P
gingivalis fue mayor en las zonas donde se identifico el genotipo |, mientras que
en aquellas en las que se hall6 el genotipo Il se observd una coexistencia de P
gingivalis con Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Tannerella forsythia
(Miura et al. 2005).

En 2007 Zhao et al. realizaron un estudio cuyo objetivo fue determinar la
prevalencia de los distintos genotipos de fimA de Porphyromonas gingivalis y
relacionarlo con el estado de salud periodontal en adultos chinos. Al igual que

los anteriores, estos autores también estudiaron la coexistencia de éstos con
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Tannerella forsythia mediante la
técnica de PCR. P gingivalis fue detectada en el 22'1% de los adultos sanos,
frente a un 81'7% de los pacientes con periodontitis cronica. El genotipo de
fimA mas prevalente en los adultos periodontalmente sanos fue el tipo |,
mientras que en el grupo de pacientes con enfermedad periodontal eran el tipo
Il seguido del tipo IV. Ademas se encuentre con frecuencia una coexistencia de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Tannerella forsythia mayor en las

zonas positivas para el genotipo Il de fimA (Zhao et al. 2007).

También ha sido estudiada la prevalencia de estos genotipos en nifios
japoneses de 2 a 15 anos, clasificAndolos en sanos, gingivitis y periodontitis, y
analizando su placa bacteriana mediante PCR. P. gingivalis se detectdé en
29'6% de los nifios con periodontitis, y en éstos la asociacion de los genoptipos
Ib y Il fue la mas prevalente (37'5%) seguida de los genotipos IV y Il. En el
grupo de nifos con gingivitis se detectaron con mayor frecuencia el genotipo IV
y el ll, por este motivo los autores concluyeron que estos dos genotipos junto
con la asociacion del Ib-Il son los mas comunes en la enfermedad periodontal
(Hayashi et al. 2012).

En un estudio publicado en 2012 sobre una poblacion espafiola, se
muestra la prevalencia de los seis genotipos fimA de Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Tannerella
forsythia en tres grupos de pacientes: sanos, pacientes con gingivitis y con
periodontitis cronica. Los genotipos Il y Ib fueron los mas prevalentes en los
pacientes periodontales. En el grupo de pacientes con gingivitis el genotipo IV
fue el que mostré una mayor prevalencia junto con las bacterias Treponema

denticolay Tannerella forsythia (Puig-Silla et al. 2012).

En 2013 se publicd un estudio sobre la variabilidad genética del gen fimA
de P. gingivalis en una poblacién espafola, a partir de muestras subgingivales
de un total de 65 pacientes entre sanos y enfermos periodontales. El genotipo Il
resulté ser el mas prevalente (50°9%), mientras ningun otro genotipo tuvo una
prevalencia mayor del 15%. Los genotipos Il y IV fueron significativamente mas

prevalentes en los pacientes con periodontitis (Fabrizi et al. 2013).
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En un estudio realizado en 412 adultos en Corea, la bacteria P. gingivalis
fue detectada en el 97°5% de los pacientes periodontales y en el 57'8% de los
individuos sanos. El genotipo fimA Il fue el mas prevalente entre ambos grupos
de estudio y los genotipos II, Ib y IV fueron los mas prevalentes en los
enfermos periodontales. Sin embargo, tras realizar el analisis estadistico se
observé que el genotipo Ib fue el que mostré una correlacion mas significativa

con la presencia de periodontitis (Moon et al. 2013).

En las investigaciones mas recientes encontramos la realizada por Feng
et al. en el que estudiaron la prevalencia de ocho bacterias
periodontopatégenas y de los genotipos fimA de P. gingivalis en pacientes
chinos con periodontitis agresiva, mediante PCR. Entre los microorganismos
estudiados se incluyen los tres que forman parte del complejo rojo de
Socransky (P. gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola), A.
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Campylobacter rectus, Prevotella
intermedia, Prevotella nigrescens, y Fusobacterium nucleatum. La prevalencia
de P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola, C. rectus, P. intermedia, F.
nucleatum, y A. actinomycetemcomitans fue significativamente superior en los
pacientes con periodontitis agresiva comparado con los sanos. La prevalencia
de A. actinomycetemcomitans en los pacientes con periodontitis agresiva fue
relativamente baja (30'4%) comparado con otras bacterias, aunque observaron
que los pacientes jovenes albergaban con mayor frecuencia esta bacteria. En
cuanto a los genotipos fimA de P. gingivalis, fue el tipo Il el mas prevalente en

los pacientes con periodontitis agresiva(Feng et al. 2014).

En la tabla 2 se muestran las diferencias de estos estudios en cuanto al
tamano y distribucidon de la muestra y los criterios de inclusion y exclusién. En
la tabla 3 se pueden observar los resultados obtenidos en dichos estudios y sus

conclusiones.
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ESTUDIO | TAMANO DE LA MUESTRA CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION
Beikler et | 102 pacientes (29 hombres y 73 Sanos a nivel sistémico con EP cronica de | Detartraje, antibidticos o
al. (2003) | mujeres) de 48.9 £ 11.7 afos. moderada a severa o EP agresiva. tratamiento periodontal en 6 meses
previos.
Alteraciones de la inmunidad.
Missaildis | 102: 41 hombres y 61 mujeres de Sanos: sin pérdida de insercion (Gingivitis: | Antibidticos o tratamiento
et al. 14-75 anos. mas de 30% de sangrado) periodontal en 6 meses previos.
(2004) Sanos: 45 pacientes (Gingivitis: 20). | Periodontitis: pérdida de insercién y Enfermedades asociadas a EP
Periodontitis: 57 (42 EP cronica y 15 destruccién dsea. como la diabetes o SIDA.
EP agresiva).
Miura et 18 EP agresiva: 7 hombres y 11 EP agresiva: Destruccién periodontal Enfermedades sistémicas o
al. (2005) | mujeres de 19-34 anos (27.6). severa con multiples bolsas mayores de 5 problemas que puedan afectar la
22 sanos:6 hombres y 16 mujeres mm. evolucién de la terapia periodontal.
de 19-31 afos (23.4). Sanos: encia sana, sin evidencia Tratamiento periodontal durante al
radiografica de pérdida de hueso y ano previo al estudio o antibi6ticos
profundidades de bolsa menores de 3 mm. | los 3 meses anteriores.
Zhao et al. | 136 Sanos: 44 hombres de 25-75 Sanos: 20 o mas dientes en boca y salud Enfermedades sistémicas o
(2007) anos (44.3 £ 10.6) y 92 mujeres de | gingival sin evidencias radiograficas de problemas que puedan afectar la

25-74 afios (42.4 £ 11.3).

115 EP cronica: 67 hombres de 25—
74 anos.(47.9 £ 11.8) y 48 mujeres
de 26-75 afios (44.5 + 12.4).

pérdida de hueso, profundidad de sondaje
<3 mm y pérdida de insercion <1 mm.

EP crénica: 16 o mas dientes en boca y
bolsas mayores de 4 mm.

evolucién de la terapia periodontal.

Tratamiento periodontal o
antibioticos los 3 meses anteriores
al estudio.
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ESTUDIO | TAMANO DE LA MUESTRA CRITERIOS DE INCLUSION CRITERIOS DE EXCLUSION
Hayashi et | Muestra total: 400 pacientes de 2-15 | Sanos: ausencia de inflamacion y No se excluyeron nifios con
al. (2012) | afios distribuidos: sangrado, ni pérdida 6sea en radiografia enfermedades sistémicas.
) ;gg S..e\nqslt_ Gingivitis: Signos de inflamacién moderada | Si se excluyeron aquellos que
: 57 pglr?c?cli\gr:ztis sin pérdida 6sea en radiografia habian tomado antibidticos los 3
Periodontitis: Pérdida de insercion > 3 mm | MESES Previos al estudio.
en 4 dientes
Puig-Silla | 86 pacientes (25-50 afios): Sanos: ninguna profundidad de bolsa | Mujeres embarazadas, hiperplasia
et al. - 37 sanos mayor de 3 mm ni una pérdida de insercién | gingival por farmacos, antibiéticos
(2012) - 16 gingivitis superior a 1 mm. en los seis meses previos, anti-
- 33 periodontitis cronica Gingivitis: indice de sangrado superior al mf!amatonos como tratamiento
30% cronico y otras enfermedades
autoinmunes.
Periodontitis cronica: al menos 4 zonas con
profundidad de sondaje =2 5 mm y una
pérdida de insercion = 2 mm
Fabrizi et | 65 pacientes de los cuales: Sin enfermedades sistémicas, con un Haber recibido tratamiento
al. (2013) - 15 sanos minimo de 16 dientes (al menos 3 por periodontal o alguna medicacion

- 50 enfermedad periodontal

cuadrante). La clasificacion de sanos o
enfermos periodontales se realiz6 segun
criterios diagndsticos internacionales tras la
exploracion clinica y radiografica.

relevante (haber tomado
antibidticos al menos el mes previo
al estudio)
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Moon et 412 adultos (27-75 anos): Sanos: Al menos 20 dientes sin sangrado ni | Embarazo, uso de antimicrobianos
al. (2013) - 128 sanos: 64hombres + 64 | pérdida ésea en radiografias y con un a nivel local o sistémico durante los
mujeres (42'3+13’5 afos) sondaje <4 mm en todas las localizaciones | 3 meses previos a la toma de
- 284 periodontitis: 1.72 Periodontitis cronica: Bolsa periodontal = 4 rr]ue’strlas y cuglqwer conld|0|on
hombres + 112 mujeres mm sistémica que influye a nivel
(4839’5 arios) periodontal.
Feng et al. | 115 adultos (20-49 anos): Periodontitis agresiva: = 35 afios, con al Enfermedades crénicas, embarazo
(2014) - 34 sanos menos 8 dientes con pérdida de insercion o lactancia, tratamiento periodontal

- 81 periodontitis agresiva

rapida, profundidad de bolsa > 5mm y
pérdida 6sea confirmada radiograficamente

Sanos: ninguna profundidad de bolsa > 3
mm

en los ultimos 6 meses o antibidtico
en los 3 meses previos y
fumadores actuales

Tabla 2. Disefio de los estudios de prevalencia de los genotipos de fimA de P gingivalis. EP: Enfermedad periodontal
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ESTUDIO BACTERIAS PREVALENCIA GENOTIPOS fimA CONCLUSIONES
. (o) . (o)

) P. gingivalis: 50.25% de la muestra :i,235352/02:;';/5%0":‘/:)\2} 3 fg’g% Los genotipos mas prevalentes
Beikler et al. inicial I 4.9% T en caucasicos son los tipos I, Il y
(2003) IV" 1'8 6% IV. No se ha hallado relacién con

V: 3.9% la severidad de la EP.

o P. gingivalis: 57.8% de la muestra I §5ar(|)co)/s E:D?(,/ Los genotipos Il y Ib son los mas
Missaildis et al. | general (Pacientes periodontales: T > 27'40/0 prevalentes en pacientes
(2004) Q@ 90.3%; & 88.4% y pacientes 0 25°00/ 47'00/° periodontales de Brasil, lo que

sanos: & 20.0%; Q 16.6%) T 00/' 2 11'70/" sugiere un mayor potencial
v 50°00/ 5 8"’/ 2 patogénico de estos tipos
. 0 . (0]
Vv 0% 0%
Sanos EP I 1333025 Eg% La cantidad de bacterias P
A.a 6.3% 34.1% b 0% 53 89 gingivalis fue mayor en zonas
(o] . 0 . . .
Miura et al.| P9 16.8% 79.8% il 0% 40.5% con genotipo |, y la coexistencia
(2005) T.f 16.8% 91.9% i 0% 7 9'0/ con otras bacterias mayor en
v 0°/0 2'40/" zonas con genotipo |I.
o . 0
Vv 0% 0%
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ESTUDIO BACTERIAS PREVALENCIA GENOTIPOS fimA CONCLUSIONES
Sanos EP Sanco)s EP o Los genotipos Il y IV son factores
A 3.3% 36.2% I 66.7% 17.1% de riesgo en la patogénesis de la
A 398 = b 6.6% 20.2% > patogene
Zhao et al.| P9 221% 81.7% T 6.7% 43.6% EP cronica en adultos chinos.
T.f 20.0% 63.8% , ;
(2007) m__ 10% 15.0%
\" 6.7% 30.9%
Vv 16.7% 4.3%
Sanos Gingivitis EP
o, o, o,
P. gingivalis fue detectada en: I 00/0 OO/O 00/0 La presencia de P. gingivalis se
Hayashi et al - 15% en sanos Ib 0% 0% 0% asocia a enfermedad periodontal
(2012) ' - 10% en gingivitis ::I gf;% 3,93;3/% gf}% y los genotipos fimA mas
- 29'6% en periodontitis 0 0 o comunes son I, IV y la
Ad 0% 333%  375% | combinacion Ib/l
\'/ 0% 0% 0% '
Ib+lI 50% 16’'7% 37'5%
Ib+lI+V 0% 4'2% 0%
Puig-Silla et al. Sanos Gingivitis EP Sanos Gingivitis EP Los genotipos Il y |Ib fueron los
(2012) Aa 81% 12.5% 33..3% | 54% 0% 12.1% mas prevalentes en los pacientes
P.g 27% 37.5% 66.7% Ib 27% 0% 12.1% periodontales. En el grupo de
Tf 27%  56.3% 69.7% | Il 18.3% 6.3% 39.4% | pacientes con  gingivitis el
Td 16.2% 18.5% 48.5% | 1N 0% 0% 9.3% genotipo IV fue el que mostro
v 13.5% 31'3% 15.2% una mayor prevalencia junto con
Vv 0% 0% 0% las bacterias Treponema

denticolay Tannerella forsythia.
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ESTUDIO BACTERIAS PREVALENCIA GENOTIPOS fimA CONCLUSIONES
En el articulo no se describe la Sanos EP
prevalencia de P gingivalis sino la | | 27'3% 82% Existe una asociacion
Fabrizi et al distribucion de los genotipos en Igs b 1872% 13'3% significativa entre el genotipo
(2013) : muestras en las que la bacteria | I 34’8% 57'6% GmA Il de P. aingivalis I3
esta presente. m 4'5% 3'8% periodontitis - 9ing y
v 15°2% 13'9% ’
\") 0% 3'2%
. o I ?:qf,;os 5;7% Lo§ genotipos I, Ib y Iy son !os
Presencia de P. gingivalis: T 319 17'3% mas prevalentes en periodontitis.
Moon et al. - Sanos: 57'8% 0 220 El genotipofimA Ib muestra una
. - , 1l 44’5% 67'3% . o
(2013) - Periodontitis: 97'5% i 31% 67% correlacion mas significativa con
v 78% 151% la presencia de periodontitis.
\") 0% 4’9%
Sanos P agresiva Sanos EP El genotipo Il es el mas
A.a 2'9% 30'4% | 38'4% 16’4% prevalente en los pacientes con
Feng et al _Pg 44:126 98:22% b 231% 21'8% periodontitis  agresiva y la
2014 | _T.f 44,1 %o 96,405 I 77% 20'1% prevalencia de A.a en éstos fue
( ) Td  353% 96'4% - 154% 36% relativamente  baja  (30'4%)
v 77% 5'5%, comparado con otras bacterias.
\") 0% 0%

Tabla 3. Resultados de los estudios de prevalencia de los genotipos de fimA de P gingivalis.

EP: Enfermedad periodontal
A.a: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, P.g: Porphyromonas gingivalis, T.f: Tannerella forsythia, T.d: Treponema denticola
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4. TECNICAS DE LABORATORIO EMPLEADAS EN EL DIAGNOSTICO DE
LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

El diagndstico adecuado es fundamental para un tratamiento correcto de
la enfermedad periodontal. Ademas de la anamnesis, la exploracion clinica vy el
uso de pruebas radiograficas existen otras pruebas complementarias que
pueden aportar informacion relevante para el diagndstico. Estas métodos los
podemos dividir en dos grandes grupos: el diagnostico microbiologico,
enfocado a la deteccion de las bacterias periodontopatégenas, y el diagnostico

inmunoldgico, que evalua la respuesta del huésped y sus consecuencias.

DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Cultivo

El cultivo bacteriano es el “gold standard” a partir del cual se validan
otras técnicas de analisis microbiolégico. Para ello, se obtiene una muestra de
placa subgingival con puntas de papel o curetas, se traslada en un medio de
transporte especifico y se cultiva bajo unas condiciones determinadas. A pesar
de que es el método de referencia para evaluar la sensibilidad a los
antibioticos, su aplicacion rutinaria es poco eficaz, ya que presenta una serie de
inconvenientes. Se requiere rigurosidad en el transporte ya que solo proliferan
bacterias vivas, son necesarios diversos medios selectivos para estudiar
determinadas bacterias, varias atmédsferas para la incubacién. Ademas los
resultados pueden tardar mas de una semana debido al lento crecimiento de
algunos anaerobios y algunos periodontopatégenos como T. Forsythia o los

treponemas orales, dificiles de cultivar (Liebana, Castillo & Alvarez 2004).

Métodos inmunolégicos

Son técnicas que buscan detectar la presencia de antigenos bacterianos
usando anticuerpos conocidos. Se han empleado diversas técnicas como
inmunofluorescencia directa o indirecta, citometria de flujo, ELISA, aglutinacion
con latex, etc. Los principales problemas de estas técnicas son las reacciones
cruzadas entre bacterias y la dificultad para obtener anticuerpos monoclonales

especificos.
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Métodos moleculares

Entre estos métodos encontramos las sondas de ADN vy la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) y sus variantes. No sélo permiten detectar
periodontopatégenos sino cuantificarlos. Las sondas de ADN permiten
identificar secuencias de nucleétidos especificos para especies bacterianas
concretas. En el caso de la PCR cabe destacar su alta sensibilidad,
especificidad y rapidez; no requiere microorganismos vivos y permite detectar

especies dificilmente cultivables.

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

Respuesta inmune

Consiste en la deteccion de anticuerpos séricos y a nivel del surco
gingival. Parece ser que en las formas de periodontitis agresivas hay relacién
entre disminucion y severidad de las manifestaciones pero no en la

periodontitis cronica.

Mediadores inflamatorios

Son péptidos sintetizados por los linfocitos y macréfagos y se ha
estudiado su presencia en el fluido crevicular. Existen varios tipos y con
funciones e implicaciones distintas: IL-1, IL-6, TNF-a, PGE-2, IL-4, IL-10, IL-2 y

otros.

Enzimas liticas en el surco gingival

Las mas estudiadas han sido las metaloproteasas y entre ellas la
colagenasa. Se trata de enzimas sintetizadas por macrofagos, fibroblastos y
neutréfilos que degradan el colageno. Igualmente se han evaluado la elastasa,
aspartatoaminotransferasa, catepsinas, glucuronidasa, dipeptidilpeptidasa, etc.
En la mayoria de los casos su aumento se asocia con pérdidas de insercion

severa (Liebana, Castillo & Alvarez 2004).
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5. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

5.1. ESTRUCTURA DEL ADN

El acido desoxirribonucleico (ADN) codifica la secuencia de los
aminoacidos de las proteinas y controla su sintesis. El conjunto de ADN de una
célula es su genoma, y éste puede estar fragmentado formando cromosomas,
como ocurre en las células eucariotas, o ser una estructura unica, como sucede

en la mayoria de las bacterias.

En el ano 1953 Watson y Crick describieron la estructura del ADN. Cada
molécula esta constituida por dos largas cadenas de nucleétidos con polaridad
opuesta, unidas entre si formando una doble hélice. Cada nucledtido esta
formado por una desoxirribosa a la que se une en el carbono 1’ una base
nitrogenada, que puede ser pirimidica (Citosina, Timina) o purica (Adenina,

Guanina), y en el carbono 5’, un grupo fosfato.

Los nucledtidos se enlazan entre si a través del grupo fosfato formando
cadenas muy largas, quedando las bases nitrogenadas en la parte central
unidas cada una al carbono 1’ del azucar formando un angulo recto con su eje.
Las cadenas de polinucledtidos que constituyen una molécula de ADN se
mantienen unidas entre si gracias a la formacion de puentes de hidrégeno
entre las bases nitrogenadas complementarias (Guanina-Citosina; Timina-

Adenina) de ambas cadenas que quedan enfrentadas.

En la figura 1 se muestran diversas representaciones graficas de la

molécula de ADN.
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Figura 1. Representacion de la estructura del ADN.

5.2 METODOS DE AMPLIFICACION. REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA

Las técnicas de amplificacién tienen como objetivo multiplicar in vitro el
numero de copias de un fragmento de ADN del genoma de un
microorganismo. Una vez amplificado un fragmento de ADN, es detectado
facilmente por una sonda, dada su abundancia y, por tanto, estas técnicas son
de eleccion para le deteccion e identificacion de microorganismos directamente
en muestras clinicas. La técnica de amplificacion mas empleada es la reaccién

en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction; PCR).

En Abril de 1983, Kary Mullis dio a conocer la técnica de reaccidén en
cadena de la polimerasa que permite la sintesis in vitro de secuencias
especificas de ADN basandose en la replicacion del ADN realizada en

condiciones naturales por la DNA-polimerasa en los organismos. Una
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polimerasa es un enzima natural que cataliza la formacién y reparacién del
ADN y el ARN. Para ello, es necesario desnaturalizar (separar) la doble hélice,
y que dicha enzima pueda iniciar su actividad, copiando sobre cada una de las
cadenas una nueva cadena complementaria en el sentido 5°-3°, enfrentando
las bases correspondientes (G-C; T-A). Sin embargo, la DNA-polimerasa no
puede iniciar su actuacion sobre un fragmento monocatenario, sino en una
region de doble cadena. Para crear esta region se usan los denominados
cebadores o iniciadores (primers). Son una pareja de oligonucledétidos
sintetizados de manera que sean complementarios a cada uno de los extremos

3" del fragmento de DNA que se desea amplificar.

Esta técnica ha tenido un gran impacto desde que en 1988 fue posible
utilizar una DNA-polimerasa que no se activaba por temperatura. Se trata de la
Tag-polimerasa (aislada de una bacteria termofila adaptada a la vida en las
fuentes de agua caliente, Thermus aquaticus) (Etienne 2001). Partiendo de
este principio, la reaccién en cadena de la polimerasa se basa en la repeticién

de un ciclo formado por tres etapas:

12. Desnaturalizacion del ADN doble cadena

En esta etapa las dos cadenas de la molécula de ADN se separan. Para
ello se realiza una incubacion de la muestra a altas temperaturas (92-96°C)
durante 15 segundos a un minuto. El tiempo para la desnaturalizacion del ADN
depende de su complejidad, de la geometria del tubo, del termociclador y del

volumen de la reaccion.

22. Hibridacion de los iniciadores

Se realiza gracias a la bajada de la temperatura (30-65° C) durante unos
30 segundos. Los cebadores (primers) se unen a las zonas 3" complementarias

que delimitan el fragmento que queremos amplificar.

32.Polimerizacion o extension del cebador por actuacion de la DNA polimerasa

Se lleva a cabo a 72°C durante 30 segundos a cinco minutos, que es la
temperatura Optima para que la Tag-polimerasa desarrolle su actividad. Esta

enzima se une a cada uno de los fragmentos bicatenarios DNA-cebador y
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produce un fragmento de doble cadena por la complementariedad en la
direccién 5°-3°. Para ello incorpora los desoxinucleétidos fosfato presentes en

el medio siguiendo la cadena molde.

La figura 2 muestra los pasos de la PCR por la cual a partir de una

molécula de ADN se han obtenido dos iguales.

11 > DNA
95°C
Maslervr.nix
40-50°C cebado.res
- - e+ NUCl€OticlOS
J‘ R e i e
-t " L ~ polimerasa
72°C
4* N LT
J =
> 16

Figura 2. Pasos de la PCR

De este modo, a partir de dos cadenas iniciales se han obtenido cuatro.
Posteriormente se inicia un nuevo ciclo calentando a 95°C para separa las
cadenas recién formadas y repetir el ciclo. Este proceso se lleva a cabo en un
instrumento automatico denominado termociclador, que realiza los ciclos (de 20
a 30 durante dos o tres horas) en los tiempos y temperaturas programadas de
forma exacta hasta llegar a conseguir millones de copias. Si los ciclos se
producen un numero "n" de veces y suponiendo que el numero de copias de
ADN se duplica en cada ciclo, obtenemos una cantidad de ADN de 2n, por lo

que la amplificacion se realiza en forma de progresion geométrica.
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Para que las reacciones de PCR se den en condiciones 6ptimas hay que
tener en cuenta diversos factores como son el disefho de los cebadores, la
temperatura de renaturalizacion Optima, para que haya especificidad de
hibridacion del cebador con su diana, la concentracion de los elementos

quimicos de la solucion, como el Cl,Mg, y un pH adecuado.

Existen formatos comercializados de modo que los fragmentos de ADN
formados (amplicones) se transfieren a pocillos de placas en los que hay
fijadas sondas especificas, disponiéndose de sistemas de revelado de estos
hibridos. La deteccion de los amplicones puede hacerse mediante
electroforesis o con kits comercializados. La deteccion mediante electroforesis
en gel de agarosa es un método muy empleado aunque soélo permite
determinar el tamafio de los amplicones en funcion de la localizacion de las
bandas en el gel, reveladas con bromuro de etidio que se comparan con un

control de fragmento de ADN de diferentes pesos moleculares conocidos.
Para identificar los amplicones de manera inequivoca es necesario
transferir el material amplificado a un filtro de nitrocelulosa e hibridarlos con

sondas especificas marcadas.

Limitaciones de la PCR

Uno de los problemas que plantea esta técnica es la presencia de
inhibidores en las muestras. Existen productos organicos que se encuentran en
las muestras clinicas, como sangre, polisacaridos, etc... que pueden inhibir la
reaccion. Ademas hay que tener en cuenta que el tipo de polimerasa, junto con
otros parametros, condiciona la longitud del fragmento que puede sintetizarse
eficazmente, ya que mas alla de una determinada longitud de ADN la

polimerasa deja de actuar.

Otro de los problemas relevantes son las contaminaciones. Hay dos
tipos: la contaminacion puntual de una muestra negativa por otra positiva
durante el proceso inicial de extraccién de ADN, y la contaminacion general del

laboratorio con los amplicones de una PCR previa.
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OBJETIVOS

Los objetivos de este estudio son los siguientes:

1. Determinar la prevalencia de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T.
forsythia, T. denticola y del Complejo rojo de Socransky en la placa

subgingival de los pacientes explorados.

2. Determinar la prevalencia de los distintos genotipos de fimA de P.

gingivalis en la muestra estudiada.

3. Comparar la expresién del gen fimA de P. gingivalis y la prevalencia de
las cuatro bacterias periodontopatdgenas en pacientes con periodontitis

cronica, pacientes con gingivitis y en adultos periodontalmente sanos.

4. Estudiar la asociacion de los genotipos fimA de P. gingivalis y las

bacterias entre si.

5. Conocer la distribucion de las bacterias y los genotipos fimA de P.
gingivalis en funcion de la exposicion al tabaco, independientemente del

estado periodontal del paciente.

6. Estudiar la asociacién entre los genotipos, las bacterias y los parametros
clinicos de la enfermedad como son el indice de placa, indice de

sangrado gingival y la profundidad de sondaje.

7. Determinar los cambios en la composicion de la placa subgingival en
una misma localizacién del surco gingival en pacientes sanos, y de una

misma bolsa en enfermos periodontales, con cuatro afos de evolucion.

8. Conocer la evolucion del estado periodontal de los pacientes en cuatro
anos y su relacion con la composicion de la placa subgingival, el

tratamiento periodontal recibido y la exposicion al tabaco.
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MATERIAL Y METODO

Este es un estudio longitudinal en el que el trabajo de campo se llevé a
cabo en dos fases: una primera fase se realizé en el afo 2009 y la segunda

parte del estudio se desarrolld en el afio 2013.

A. PRIMERA FASE DEL ESTUDIO

1. SELECCION DE LA MUESTRA

En la primera fase del estudio fueron incluidos 114 pacientes de la
Clinica Odontoldgica de la Universitat de Valéncia. Los pacientes recibieron la
informacion necesaria y participaron de manera voluntaria obteniendo
previamente su consentimiento informado (Anexo 1). Tanto el disefio del
estudio como el protocolo de actuacién fueron aprobados por el Comité Etico
de Investigacion en Humanos de la Comisién de Etica en Investigacion

Experimental de la Universitat de Valéncia (Anexo 2).

1.1. CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron en el estudio pacientes de entre 25 y 50 afios con al
menos 20 dientes presentes en boca excluyendo los terceros molares. Los
pacientes fueron explorados y clasificados en tres grupos en funcion de su
estado periodontal: Grupo |: pacientes periodontalmente sanos, Grupo II:

pacientes con gingivitis y Grupo lll: pacientes con periodontitis crénica.

Se incluyeron en el Grupo | aquellos pacientes que no presentaban en
ninguna localizacién una profundidad de bolsa mayor de 3 mm ni una pérdida
de insercion superior a 1 mm (Zhao et al. 2007). En el grupo |l se incluyé a los
pacientes que, cumpliendo las condiciones del Grupo |, presentaron un indice
de sangrado superior al 30% (Missailidis et al. 2004). La periodontitis crénica se
define siguiendo la clasificacion de Enfermedades Periodontales consensuada
por la Academia Americana de Periodoncia en 1999 (Armitage 1999). Se
catalogaron como pacientes con enfermedad periodontal crénica (Grupo Ill)

aquellos que presentaron al menos 4 zonas con una profundidad de sondaje
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igual o mayor a 5 mm y una pérdida de insercion igual o mayor de 2
mm(Herrera et al. 2008). Aquellos pacientes que presentaban una periodontitis

inicial fueron excluidos del estudio.

1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION
Se excluyeron del estudio mujeres embarazadas, personas con

hiperplasia gingival inducida por farmacos, que hubieran tomado antibiéticos en
los seis meses previos a la exploracién o que tomaban medicamentos anti-
inflamatorios como tratamiento crénico. También se excluyeron aquellos
pacientes que presentaban alguna de las siguientes enfermedades (Schulz et
al. 2008):

- infeccion por VIH

- diabetes mellitus tipo | y Il

- enfermedad cardiaca coronaria

- enfermedades reumatoides

- lupus eritematoso

- sindrome de Behcet

- enfermedad de Crohn

- gingivoestomatitis herpética

- pénfigo y penfigoide oral

2. EXPLORACION CLINICA

Se realizé una exploracion completa de toda la boca empleando la
sonda periodontal de la OMS (PCP11.5B, Hu Friedy, Chicago, IL, USA) y se
registraron los siguientes parametros en 6 localizaciones por cada diente
(mesio-vestibular, medio-vestibular, disto-vestibular, mesio-lingual, medio-
lingual y disto-lingual) (Herrera et al. 2008):

- placa (presente o ausente, expresado en porcentaje)
- sangrado (presente o ausente, expresado en porcentaje)
- profundidad de bolsa (en mm)

- pérdida de insercion (en mm)
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Ademas los pacientes fueron catalogados como “no fumadores”,
“antiguos fumadores” o “fumadores actuales”. Se consideraron “antiguos
fumadores” aquellos que hubieran dejado el habito al menos 6 meses antes de
la exploracion. En caso de que el tiempo transcurrido fuera menor a 6 meses
se consideraron “fumadores actuales”. Ademas a los pacientes fumadores se

les pregunté por el numero aproximado de cigarrillos diarios que consumian.

Tanto los datos recogidos en la anamnesis como los parametros clinicos
fueron registrados en una ficha de exploracion inicial (Anexo 3) y se llevaron a

cabo en el periodo comprendido entre los meses de febrero y julio de 2009.

3. DETERMINACION DE BACTERIAS MEDIANTE PCR

3.1. TOMA DE LA MUESTRA BIOLOGICA

Las muestras de placa subgingival fueron obtenidas de la bolsa de
mayor profundidad de los dientes indice de Ramfjord (1.6, 2.1, 2.4, 3.6, 4.1y
4.4) en los pacientes periodontales, y en la zona mesio-vestibular de uno de los
dientes de Ramfjord de los sujetos sanos o con gingivitis (Zhao et al. 2007).
Para ello se retird previamente la placa supragingival empleando una cureta
estéril de forma cuidadosa para evitar el sangrado. Tres puntas de papel
estériles eran insertadas en el surco gingival lo mas profundo posible,

mantenidas durante 15 segundos y posteriormente extraidas (Imagen 1).

Imagen 1. Puntas de papel estériles para la toma de muestras
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3.2. AISLAMIENTO DEL ADN BACTERIANO

Las puntas de papel fueron introducidas rapidamente en tubos
eppendorf estériles, y se procedié inmediatamente al aislamiento del ADN
bacteriano. Para el aislamiento del ADN bacteriano se empled el Wizard SV
DNA Purification System (Promega Cat. # A2360) siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el fabricante. Tras la extraccién, los ADNs se almacenaron

a — 20°C hasta el momento de la determinacion.

3.3. DETERMINACION MEDIANTE PCR de la presencia de T. forsythia ,A.

actinomycetemcomitans, T. denticola y los genotipos fimA de P. gingivalis.

La deteccion de las bacterias se realizé mediante la técnica de PCR. En
concreto, para el genotipado del gen fimA de P. gingivalis se siguio el método
descrito por Zhao et al(Zhao et al. 2007) y se emplearon los primers especificos
para cada subtipo descritos por Amano et al(Amano et al. 2000) y Nakagawa et
al (Nakagawa et al. 2002).

La reaccion de PCR se realizé con 100 ng del ADN bacteriano extraido
en el paso anterior, 200 uM de cada uno de los dNTPs, 3 mM MgCl,, 50 pmol
de cada primer y 0.5 U de AmpliTaq Gold (Applied Biosystems).

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: un paso inicial de
activacion de la Taq polimerasa de 95 °C durante 10 minutos; seguido de 40
ciclos de desnaturalizacién a 94 °C durante 30 segundos, anillamiento a 58°C
durante 30 segundos y extension a 72°C durante 30 segundos; y por ultimo un
unico paso final de extension a 72°C durante 7 minutos. Los productos de PCR
obtenidos en cada reaccién se visualizaron mediante electroforesis en geles de

agarosa al 1.5 % y tincion con bromuro de etidio (Imagenes 2 y 3).
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N\

Imagen 2. Colocacion de los productos de PCR en el gel de agarosa

Imagen 3. Migracion de las moléculas de ADN debida a la diferencia de potencial
eléctrico a la que se somete el del de electroforesis

En aquellas muestras en las que se detectd simultdneamente los
genotipos | y Il se realizé otra amplificacion utilizando primers especificos para
el tipo Ib. Tras la amplificacion los amplicones obtenidos se digirieron con Rsal
y se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % y tincién
con bromuro de etidio. Aquellas muestras en las que aparecio 2 fragmentos se
consideraron como tipo Ib (Nakagawa et al. 2002). Como controles positivos se
utilizaron el ADN extraido de P. gingivalis ATCC33277, P. gingivalis W83 y A.

actinomycetemcomitans ATCC29533.
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B. SEGUNDA FASE DEL ESTUDIO

Para la realizacién de la segunda fase del estudio se telefoneé a los 114
pacientes explorados con la intencion de citarlos nuevamente en la Clinica
Odontoldgica de la Universitat de Valéncia para realizarles una nueva
exploracion periodontal y toma de muestras de placa subgingival. De los 114
pacientes que comenzaron el estudio fue posible contactar con 102, ya que 12

habian cambiado de niumero de teléfono o dicho nimero no existia.

De los 102 pacientes localizados, 90 asistieron a la exploracion. Los
motivos por los cuales algunos pacientes no accedieron a continuar el estudio
fueron la falta de interés, el cambio de residencia (fuera de la provincia de
Valencia) y la imposibilidad de asistir por motivos laborales o de horario. En el

grafico 1 se representa la pérdida de la muestra y sus motivos.

-6 -4

12 FASE -12 pacientes pacientes no acientes no
residen estan P

114 pacientes no fuera de la interesados acuden por

pacientes locaizados s motivos
provincia de enel
laborales

=
22 FASE

90 pacientes

Valencia seguimiento

Grafico 1. Pérdida de muestra y motivos de abandono del estudio.

En esta segunda visita se obtuvo el consentimiento informado de nuevo
y se cumpliment6 una nueva ficha de exploracidon muy similar a la primera en la
que se afiadié un nuevo dato a registrar: si en el periodo transcurrido desde la
exploracién inicial se habian realizado algun detartraje o habian recibido

tratamiento periodontal de manera esporadica o constante (Anexo 4).
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La segunda exploracion y nueva toma de muestras de los 90 pacientes
se realizé en el periodo comprendido entre los meses de febrero y octubre de
2013. En funcion de los parametros clinicos obtenidos fueron clasificados de

nuevo en 3 grupos (sanos, gingivitis y periodontitis cronica).

Las muestras de placa subgingival fueron tomadas en el mismo punto
del surco gingival en los pacientes sanos o con gingivitis, y en la misma bolsa
periodontal en los pacientes con periodontitis. Tanto los criterios de
clasificacién como la toma de muestras y el procesado de las mismas siguieron

el mismo protocolo descrito en la primera fase del estudio.
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C. ANALISIS DE LOS DATOS

C.1. VARIABLES DEL ESTUDIO

Las variables que se han empleado en este estudio son las siguientes:

66

Enfermedad periodontal (Sano/Gingivitis/Periodontitis): siguiendo los
criterios anteriormente citados.

Genotipo de fimA de P. gingivalis (Ausencia/Presencia de las 6 variantes
de fimA: I, 1, Ill, IV, V y Ib)

A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola y el
Complejo rojo de Socransky (Ausencia/Presencia)

Profundidad de sondaje (mm).

Sangrado gingival: como el porcentaje de superficies con sangrado tras
el sondaje.

Gingivitis (Si/No): como aquellos pacientes sanos con un porcentaje de
sangrado superior al 30%.

Placa dental: como el porcentaje de superficies de exploracion que
presentan placa dental supragingival.

Tabaco: se distinguen tres categorias (fumador actual/ex fumador/no
fumador).

Edad: medida en afios.

Sexo (Hombre/Muijer).

Bacteriapg/Genotipoo/Complejo rojos: Presencia de la bacteria, del
genotipo fimA de P gingivalis o del Complejo rojo de Socransky en la
toma de muestras realizada en la primera exploracion (12 fase del
estudio).

Bacteria; /Genotipos /Complejo rojos: Presencia de la bacteria
(Aggregatibacter  actinomycetemcomitans,  Treponema  denticola,
Porphyromonas gingivalis o Tannerella forsythia), del genotipo fimA de P
gingivalis (I-V o Ib) o del Complejo rojo de Socransky en la toma de
muestras realizada en la segunda exploracion (22 fase del estudio)
Tratamiento periodontal en el periodo de seguimiento (ninguno/

detartraje esporadico/ mantenimiento periodontal constante)



MATERIAL Y METODO

e Evolucion periodontal estable o favorable: Pacientes cuya condicion
periodontal en la segunda exploracion era la misma o mejor que en la
primera exploracion.

o Evolucién periodontal desfavorable: Pacientes que de la primera a la
segunda exploracién habian pasado del grupo de Sanos a Gingivitis o
Periodontitis y aquellos pacientes que inicialmente ya eran enfermos
periodontales y cuya profundidad de bolsa habia aumentado en el

periodo de seguimiento.

C.2. ANALISIS ESTADISTICO

La recogida de los datos se realiz6 en las fichas disefiadas para este fin
en formato papel (Anexos 3 y 4). Posteriormente se almacenaron en una base
de datos protegida disefiada en el programa Access de Microsoft®. El analisis

de los datos se ha realizado mediante el programa estadistico SPSS 19.0.

Estadistica descriptiva(Analisis univariante)

Se obtuvo las medias para las variables cuantitativas y las prevalencias
para las variables dicotdmicas u ordinales. Ademas se determind los intervalos

de confianza del 95%.

Analisis bivariante

En la estadistica bivariante se estudid la relacién entre las variables
mediante el test Chi cuadrado y el test de tendencia lineal. El nivel de
significacion se establecié en un valor p < 0,05. Para la comparacion de medias

se utilizé el test t de Student y el test Anova.

Analisis multivariante

Se realiz6 un modelo de regresion logistica con el método Adelante

condicional.
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12 FASE DEL ESTUDIO

En la primera fase del estudio fueron explorados un total de 114
pacientes, de los cuales 60 se incluyeron en el grupo de pacientes “sanos”, 17
en el grupo de pacientes con “gingivitis” y 37 pacientes en el grupo de
“periodontitis”. En la tabla 1 se muestra la distribucion de los mismos segun la
edad, el consumo de tabaco en la exploracion inicial y el sexo en los tres
grupos. Los test estadisticos muestran que no hay diferencias significativas

entre los grupos.

Sanos | Gingivitis | Periodontitis Total

n=60 n=17 n=37 n=114
Test
Edad (afios) 39,34 35,15 41,39 39,38 | Anova
p=0,083

Tabac No 23 6 7 36

0 fumador 38,3% 35,3% 18,9% 31,6%
Ex 20 5 12 37 Test
fumador 33,3% 29,4% 32,4% 32,5% Chi
p=0,239

Fumador 17 6 18 41

28,3% 35,3% 48,6% 36%

Sexo Hombre 25 5 21 51
41,7% 29,4% 56,8% 44.,7% Teszt
Mujer 35 12 16 63 _Ch1'
583% | 70.6% 43.2% 5539 | P=0.13%

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas de la muestra inicial

En la tabla 2 podemos observar los parametros clinicos: indice de placa,
indice de sangrado y profundidad de sondaje, registrados por grupos. Para el
analisis estadistico se realizé un test Anova y para determinar las diferencias
entre los tres grupos se hizo una prueba Post Hoc con la correccion de
Bonferroni. En el indice de placa encontramos diferencias estadisticamente

significativas entre el grupo de sanos y los grupos de gingivitis y periodontitis.
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En el indice de sangrado las diferencias son significativas en los tres grupos
entre si, mientras que en la profundidad de sondaje en milimetros se han

observado diferencias entre el grupo de pacientes con periodontitis y los otros

dos grupos.
Grupo 1 | Grupo 2 Grupo 3 Prueba Post
Sanos | Gingivitis | Periodontitis Test Hoc
n=60 n=17 n=37 Anova Correcciér]
Bonferroni
p<0,05
indice de 12,35 30,65 26,59 p=0,000 | Grupo 1vs 2
placa (%) (9,42- (18,83- (20,64-32,55) Grupo 1 vs 3
15,28) 42,46)
indice de 12,15 47,76 33,86 p=0,000 | Grupo 1vs 2
sangrado (%) | (10,02- (39,87- (26,54-41,19) Grupo 1 vs 3
14,28) 55,66)
Grupo 2 vs 3
Profundidad 1,83 1,94 5,68 p=0,000 | Grupo 1vs 3
de sondaje | (172.1,95) | (1,60-2,28) (5,21-6,14) Grupo 2 vs 3
(mm)

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de la muestra inicial

La prevalencia de las cuatro bacterias estudiadas y de los 6 genotipos
fimA de P gingivalis se muestra en la tabla 3. Tras la realizacion de un test
Chi? se observan diferencias significativas entre los tres grupos para las cuatro
bacterias y el Complejo rojo de Socransky. También se hallaron dichas
diferencias en los genotipos fimA Il, lll y Ib de P gingivalis. Cabe destacar que

el genotipo fimA V no fue detectado en ningun paciente.

En esta tabla también se muestra las bacterias y genotipos fimA que
presentan una tendencia lineal significativa, de manera que su prevalencia
aumenta segun empeora la condicion periodontal. Esta tendencia lineal esta

también representada en el Grafico 2.
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Sanos Gingivitis Periodontitis
n=60 n=17 n=37
P gingivalis'* 14 6 23
23,3% 35,3% 62'2%
(14,4 - 35,4) (17,3-58,7) (46,1-75,9)
Genotipo fimA | 1 0 4
1,7% 0% 10,8%
(0,3-8.9) (0-18,4) (4,3-247)
Genotipo fimA Il 11 1 13
18,3% 5,9% 35,1%
(10,6 - 29,9) (1-26,9) (21,8 -51.2)
Genotipo fimA 111" 0 0 4
0% 0% 10,8%
(0-6) (0-18,4) (4,3-247)
Genotipo fimA IV 6 S 6
10% 29,4% 16,2%
(4,7 -20,1) (13,3 - 53,1) (7,7 -31,1)
Genotipo fimA V 0 0 0
0% 0% 0%
(0-6) (0-18,4) (0-9,4)
Genotipo fimAlb'? 0 0 3
0% 0% 8,1%
(0-6) (0-18,4) (2,8-21,3)
A 5 2 10
actinomycetemcomitans'+ 8,3% 11,8% 27%
(36— 18) (3,3-34,3) (15,4 — 43)
T forsythia'? 13 10 29
21,7% 58,8% 78,4%
(13,2 - 33,6) (36— 78,4) (62,8 — 88,6)
T denticola'*? 8 3 21
13,3% 17,6% 56,8%
(6.9—24,2) (6,2 —41) (40,9 - 71'3)
Complejo rojo'*? 3 1 13
5% 5,9% 35,1%
(1,7-137) (1-26,9) (21,8 -51.2)

! Test Chi? (p<0,05)

2 Test de tendencia lineal (p<0,05)

Complejo rojo: asociacion de P gingivalis, T forsythiay T denticola

Tabla 3. Prevalencia de bacterias periodontopatdégenas y de los genotipos fimA
de P gingivalis en funcion del estado periodontal.
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90
80
70
P gingivalis
60
Genotipo fimA 11l
50 /
/ Genotipo fimA Ib
40 / A actinomycetemcomitans
30 / // T forsythia
20 / T denticola
10 / . Complejo rojo
/
0 T 1

Sano Gingivitis Periodontitis

Grafico 2. Tendencia lineal entre prevalencia de bacterias, genotipos fimA de P
gingivalis y estado periodontal en la primera exploracién.

En la tabla 4 se muestra la correlacién de los genotipos fimA de P
gingivalis y de las bacterias estudiadas entre si. La correlacion mas fuerte es la
encontrada entre los genotipos fimA | y Ib de P gingivalis. Otras asociaciones

observadas son entre los genotipos fimA | y Il, y los genotipos fimA Il y Ib.

También se ha hallado una correlacién positiva entre el genotipo fimA Ill
de P gingivalis y la bacteria Aggregatibacter actinomycetemcomitans. En
cuanto a la asociacion entre bacterias destaca la de Treponema denticola con

Porphyromonas gingivalis y Treponema denticola con Tannerella forsythia.
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3 % S ®© 2
?% $ § '% § > § = § = § = é -
sglg2 |8 |5 s 8% |8% |8EF |&EF
<gL |~ ~ a (GRS O = O = O s O s
Genotipo fimA | 0,031 -0,038 0,148 0,275 - -0,090 -0,041 0,301 *
Genotipo fimA Il | 0,016 0,094 0,111 0,681 - 0,016 -0,101
ﬁ%lenotipo fimA 0,322 * 0,199 0,208 0,245 - -0,080
IC\%/enotipo fimA -0,106 0,232 0,012 0,538
Genotipo fimA - - - -
Vv
Genotipo fimAlb | -0,069 -0,103 0,180 0,211
P gingivalis 0,081 0,319 * 0,196
T forsythia 0,160 0,408 *
T denticola 0,177

A actinomyce-
temcomitans

*>0'3
*% >0l7

Tabla 4. Correlaciones de Pearson de bacterias y genotipos fimA de P gingivalis entre si
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La influencia del tabaco en la composicién de la placa subgingival de los
pacientes se presenta en la tabla 5, que muestra la distribucion de las cuatro
bacterias estudiadas y del Complejo rojo en funcion de la condicion de no
fumador, ex fumador o fumador actual, independientemente del estado
periodontal. La uUnica bacteria que muestra diferencias estadisticamente

significativas entre fumadores y no fumadores o exfumadores es Treponema

denticola.
No Ex fumador | Fumador , tTedSt de
- endencia
fumador n=37 n=41 Test Chi e
n=36
11 13 19
pgingivalis | 30:6% 35,1% 46,3% | p=0,335 | p=0,152
(18 — 46,9) (21,8-512) | (32,1-61,3)
A 8 5 4
actinomyce- 22.2% 13,5% 9,8% p=0,296 p=0,130
temcomitans | (117 ~387) (59-28) (3.9-225)
18 14 20
T forsythia 50% 37,8% 48,8% p=0,510 p=0,949
(34,5-65,5) | (24,1-53,9) | (34,3—63,5)
9 6 17
T denticola’ 25% 16,2% 41,5% p=0,041 p=0,095
(13,8 -41,1) (7.7-311) | (27,8-56,6)
5 5 7
Complejo 13,9% 13,5% 171% | p=0,888 | p=0,689
rojo (6,1-28,7) (5,9 - 28) (8,5-31,3)

! Diferencias significativas en el test Chi? (p<0,05)

Tabla 5. Distribucion de las bacterias en funcion de la exposicion al tabaco

La tabla 6 muestra la distribucién de los genotipos fimA de P gingivalis
en funcion de la exposicién al tabaco, independientemente de la condicién
periodontal de los pacientes. Tras la realizacién del test Chi® no se han hallado

diferencias significativas para ninguno de los genotipos.
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No Ex Fumador Test de
fumador | fumador n=41 Test Chi? | tendencia
n=36 n=37 lineal
Genotipo fimA | 0 2 3
0% 5,4% 7,3% p=0,275 p=0,123
(0-9,6) (1,5-17,7) (2,5-19,4)
Genotipo fimA lI 7 9 9
19,4% 24,3% 22% p=0,881 p=0,804
(9.8-35) | (134-40,1) | (12-36,7)
Genotipo fimA Il 1 1 2
2,8% 2,7% 4,9% p=0,837 p=0,611
(05-142) | (0,5-138) (1,3-16,1)
Genotipo fimA IV 4 4 9
11,1% 10,8% 22% p=0,286 p=0,175
(44-253) | (43-247) (12 -36,7)
Genotipo fimA V 0 0 0
0% 0% 0% - -
(0-9,6) (0-9,4) (0-8,6)
Genotipo fimAlb 0 1 2
0% 2,7% 4,9% p=0,410 p=0,185
(0-9,6) (0,5-13,8) (1,3-16,1)

Tabla 6. Distribucién de los genotipos fimA de P gingivalis en funcion de la
exposicion al tabaco

En la tabla 7 se muestran los porcentajes de superficies con placa
supragingival, de superficies con sangrado y la profundidad de sondaje media
en funcion de la presencia/ausencia de cada una de las bacterias, del Complejo
rojo y de los genotipos fimA de P gingivalis. Existen diferencias significativas
para los tres parametros clinicos tanto en el Complejo rojo de Socransky como
para las tres bacterias que lo forman por separado. La unica bacteria cuya
presencia no muestra relacion con ninguno de los indicadores clinicos

estudiados es Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Si nos centramos en los genotipos fimA de P gingivalis destaca la
relacion entre el genotipo Ill y la profundidad de sondaje y el genotipo IV con la

presencia de placa y de sangrado.
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% superficies

% superficies

Profundidad de

con placa con sangrado | sondaje (mm)
Genotipo fimA | Presente 21,40 21,00 4,40
(13,42- 29,38) (1,66-40,34) (1,98-6,82)
Ausente 19,62 24,67 3,04
(16,24- 23,01) (20,76- 28,58) (2,66-3,42)
. . Presente 21,36 24,20 3,76
I(IBenotlpo fimA (14,02-28,70) (16,85-31,55) (2,91-4,61)
Ausente 19,24 24,60 2,91
(15,55-22,92) (20,15-29,04) (2,50-3,32)
. . Presente 30,25 28,50 6,00**
I(|3Ienot|po fimA (-1,42-61,92) (-16,14-73,14) (2,33-9,67)
Ausente 19,32 24,36 2,99 **
(16,03-22,60) (20,55-28,18) (2,63-3,35)
. . Presente 31,29 * 43,00 ** 3,00
I(\B/enotlpo fimA (19,58-43,01) (28,80-57,20) (1,94-4,06)
Ausente 17,67 * 21,27 ** 3,11
(14,51-20,83) (17,84-24,69) (2,71-3,52)
Genotipo fimA Presente ) ) )
V
Ausente 19,70 24 .51 3,10
(16,46-22,95) (20,73-28,28) (2,72-3,47)
. Presente 25,33 31,33 5,33
Genotipo (13,59-37,07) (10,21-52,46) (3,90-6,77)
fimAlb
Ausente 19,55 24,32 3,04
(16,22-22,88) (20,46-28,19) (2,66-3,41)
L Presente 25,51 ** 30,40 * 3,77*
P gingivalis (19,41-31,61) (23,13-37,66) (3,11-4,43)
Ausente 16,18 ** 20,94 * 2,69 *
(12,63-19,74) (16,85-25,04) (2,26-3,12)
. Presente 19,12 25,12 4,18
A actinomyce- (9,78-28.45) (12,98-37,26) (3,05-5,30)
temcomitans Ausente 19,80 24,40 2,91
(16,28-23,33) (20,40-28,40) (2,52-3,29)
. Presente 27,52 ** 33,62 ** 4,15 **
T forsythia (21,85-33,18) (27,13-40,10) (3,52-4,79)
Ausente 13,15 ** 16,87 ** 2,21 **
(10,31-15,99) (13,43-20,31) (1,91-2,50)
. Presente 26,28 * 34,06 ** 4 59 **
T denticola (19,06-33,51) (25,56-42,56) (3,80-5,39)
Ausente 17,13 * 20,78 ** 2,51 **
(13,66-20,60) (16,88-24,68) (2,16-2,86)
. . Presente 35,24 ** 40,41 * 4,94 **
Complejo rojo (23,34-47,13) (25,67-55,16) (3,84-6,04)
Ausente 16,98 ** 21,72 * 2,77 **
(13,98-19,97) (18,25-25,20) (2,41-3,14)
*p <0,05; **p<0,01

Tabla 7. Relacién de bacterias y genotipos fimA de P gingivalis con la

presencia de placa, sangrado y profundidad de sondaje bolsa
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22 FASE DEL ESTUDIO

El tiempo medio transcurrido entre la primera y la segunda exploracién
fue de 4,08 anos. De los 114 individuos que fueron explorados inicialmente, se
mantuvieron 90, lo que supone una pérdida del 21,1% de la muestra. La
evolucién de los grupos en este periodo de seguimiento se muestra en la tabla
8.

La mayoria de los pacientes permanecen en el mismo grupo que al
comienzo del estudio. Unicamente 10 pacientes que inicialmente pertenecian al
grupo de sanos evolucionaron a un estado clinico peor (8 de ellos al grupo de
gingivitis y 2 a periodontitis). De los pacientes que inicialmente estaban en el
grupo de gingivitis, 2 pacientes pasé al grupo de los sanos y otros 2 al de
periodontitis. Todos los pacientes que en la primera exploracion formaban parte
del grupo de Periodontitis permanecieron en este grupo. La concordancia entre
los estados inicial y final ha sido considerada alta segun la escala de Landis y
Koch (estadistico kappa = 0,722).

Estado inicial (primera exploracion)
Sanos Gingivitis Periodontitis
n=58 n=12 n=20
Sanos 48 2 0
= n=50 82,2% 16,7% 0%
:8 (71,1 —90,4) (1,5 - 35,4) (0-17.8)
S Gingivitis 8 8 0
_ g n=16 13,8% 66,7% 0%
_g g (7.2 - 24,9) (39,1 - 86,2) (0-17,8)
g ¢ Periodontitis 2 2 10
% D n=24 3,4% 16,7% 100%
w £ (1-11,7) (1,5 - 35,4) (82,2 — 100)

Tabla 8. Evolucion de los grupos de estudio en el periodo de seguimiento.
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grupos formados a partir de la segunda exploracion clinica se presenta en la
tabla 9. Los test estadisticos muestran nuevamente que no hay diferencias
significativas en cuanto a la edad, sexo o consumo de tabaco en ninguno de los

grupos.

La descripcion de las caracteristicas sociodemograficas de los tres

Sanos Gingivitis | Periodontitis
n=50 n=16 n=24
. Test
Edad (afios) 44,07 41,82 45,42 Anova
p=0,529
Tabaco No 22 6 6
fumador 44% 37,5% 25%
Ex 20 8 10 2
0 0 o Test Chi
fumador 40% 50% 41, 7% 0=0.306
8 2 8
Fumador 16% 12,5% 33,3%
22 6 8
Sexo | Hombre 44% 37,5% 33,3% ”
Test Chi
Mujer 28 10 16 0=0,664
56% 62,5% 66,7% ’

Tabla 9. Caracteristicas sociodemograficas de la muestra final (n=90)

placa subgingival. La tabla 10 muestra la correlacion de cada una de las
bacterias, Complejo rojo y genotipos fimA de P gingivalis al inicio y al final del

estudio. Los que mostraron una mayor correlacion fueron los genotipos I, Il y

IV, las bacterias P gingivalis, T denticola y el Complejo rojo.
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Correlacién Valor p
de Pearson
Genotipo fimA |y — genotipo fimA | 4 P=0,384" p<0,01*
Genotipo fimA Il o — genotipo fimA 1l 4 P=0,362" p<0,01*
Genotipo fimA Il o — genotipo fimA lll 4 P =-0,047 p =0'659
Genotipo fimA IV o— genotipo fimA IV 4 P=0,442"* p<0,01**
P gingivalisy — P gingivalisi P=0,312" p<0,01*
T denticolag — T denticola P =0 ,287 p<0,01*
T forsythiay — T forsythia, P=0,134 p = 0,206
A actil?omycetemcomitfanso -A P =-0,076 p=0,475
actinomycetemcomitans:
Complejo rojo o — Complejo rojo 4 P=0,469* p<0,01*

o= Bacterias y genotipos en las muestras de placa tomadas en la primera
exploracion

1+ = Bacterias y genotipos en las muestras de placa tomadas en la segunda
exploracién

*Pearson >0,3
** p<0,01

Tabla 10. Correlacion de bacterias y genotipos fimA de P gingivalis al inicio y al
final del estudio.

En la tabla 11 se describe la prevalencia de las cuatro bacterias
estudiadas y de los 6 genotipos fimA de P gingivalis de las muestras obtenidas
en la segunda exploracién. El test Chi® Gnicamente mostré diferencias

significativas entre los tres grupos para la bacteria P gingivalis.

Sin embargo, el test de tendencia lineal si que mostr6 un aumento
progresivo de la presencia de P gingivalis, T denticola y el Complejo rojo de
Socransky, asi como del genotipo fimA |b de P gingivalis, segun empeora el
estado periodontal. Estos resultados estan descritos en la misma tabla y estan

representados en el grafico 3.
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Sanos Gingivitis Periodontitis
n=50 n=16 n=24
12 10 16
L .12
P gingivalis 24% 62.5% 66,7%
(14,3-37,4) (38,6 — 81,5) (46,7 — 82)
o 4 4 4
Genotipo fimA | 8% 259% 16.7%
(3,2 -18,8) (10,2 - 49,5) (6,7 — 35,9)
Genotipo fimA Il 6 4 8
enotipo fim 12% 25% 33,3%
(5,6 - 23,8) (10,2 - 49,5) (18 — 53,3)
Genotipo fimA Il 4 2 2
enotipo fim 8% 12,5% 8,3%
(3,2 - 18,8) (3,5 — 36) (3,2 - 25,8)
Genotipo fimA IV 4 6 4
enotipo fim 8% 37.5% 16.7%
(3,2 -18,8) (18,5 — 61,4) (6,7 — 35,9)
L 0 0 0
Genotipo fimA V 0% 0% 0%
0-7,1) (0-19,4) (0-13,8)
0 0 4
. . 2
Genotipo fimAlb 0% 0% 16.7%
(0-7,1) (0-19,4) (6,7 — 35,9)
A acti t it 4 0 0
actinomycetemcomitans 8% 0% 0%
(3,2 - 18,8) (0-19,4) (0—-13,8)
—— 30 10 16
orsythia 60% 62.5% 66,7%
(46,2 — 72,4) (38,6 — 81,5) (46,7 — 82)
T denticola® 12 ° b
enticola 24% 37.5% 58.3%
(14,3-37,4) (18,5 — 61,4) (38,8 — 75,5)
Complejo rojo 2 4 N 19
ompiejo rojo 8% 25% 41,7%
(3,2 - 18,8) (10,2 - 49,5) (42,5-61,2)

! Test Chi? (p<0,05)
2 Test de tendencia lineal (p<0,05)
Complejo rojo: asociacion de P gingivalis, T forsythia yT denticola

Tabla 11. Prevalencia de bacterias periodontopatdgenas y de los genotipos
fimA de P gingivalis en funcion del estado periodontal final.
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Grafico 3. Tendencia lineal entre la prevalencia de bacterias, genotipos fimA de
P gingivalis y el estado periodontal final.

Para estudiar la posible relacion entre la composicion de la placa
subgingival de los pacientes y la evolucidén clinica en los cuatro afos de
seguimiento, se clasifico a los 90 pacientes en dos grupos: un grupo
denominado “Evolucion periodontal estable o favorable” que incluia a los
pacientes cuya condicién periodontal era la misma o mejor que en la primera
exploracién y otro grupo denominado “Evolucion periodontal desfavorable”
formado por los pacientes que habian pasado de sanos a gingivitis o a
periodontitis y pacientes que inicialmente ya eran enfermos periodontales y

cuya profundidad de bolsa habia aumentado en el periodo de seguimiento.

La tabla 12 muestra la prevalencia de las bacterias y genotipos fimA de
P gingivalis de la toma de muestras inicial (al comienzo del estudio) en los dos
grupos anteriormente citados. Las bacterias que muestran diferencias
estadisticamente significativas son Porphyromonas gingivalis y su genotipo

fimA Il, T forsyhia y el Complejo Rojo. En esta tabla también se muestra el
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Riesgo Relativo de las bacterias significativas, siendo las mas altas la de A

actinomycetencomitans y el Complejo Rojo.

Evoluciéon ‘.
. Evolucion .
periodontal . Riesgo
periodontal :
estable o Relativo
desfavorable | p-value
favorable _
— n=22
n=68
18 18
P gingivalis' 26,5% 81,8% ~0.000 3,09
(17,4 - 38,0) (61,4—-92,7) p=v, (1,61-5,94)
0 2
Genotipo fimA | 0% 9,1% _ -
(0-53) 25-27,8) | P70.0%8
12 10
Genotipo fimA II' 17,6% 45,5% -0.008 2,57
(10,3 -28,4) (26,9— 65,3) =0, (1,11-5,96)
0 2
Genotipo fimA lll 0% 9,1% _ -
(0—5.3) 25-278) | P70.0%8
12 4
Genotipo fimA IV 17,6% 18,2% =0.955 1,03
(10,3 —28,4) (7,3— 38,5) P=L, (0,33-3,19)
4 6
A actinomycetemcomitans 5,9% 27,3% =0.012 4,63
(2,3—14,2) (13,1-48,2) P=L, (1,30-16,4)
20 14
T forsythia' 29,4% 63,6% 0,004 2,16
(19,9-41,1) (42,9 - 80,3) p=r (1,09-4,28)
14 10
T denticola 20,6% 45,5% =0.022 2,21
(12,6 — 31,6) (26,9 — 65,3) p=v, (0.98-4,97)
6 8
Complejo rojo’ 8,8% 36,4% 01005 4,12
(4,1-17,9) (19,7 — 57,0) P=5, (1,43-11,8)
" Diferencias significativas en el test Chi* o test de Fisher (p<0,01)
Complejo rojo: asociacion de P gingivalis, T forsythia'y T denticola

Tabla 12. Prevalencia de bacterias periodontopatdgenas y de los genotipos
fimA de P gingivalis de la toma de muestras de placa subgingival en la primera
exploracién en los 90 pacientes que permanecieron en el estudio en funcion de
la evolucion periodontal durante el periodo de seguimiento.

Se realiz6 un analisis multivariante de regresion logistica binaria con
variable dependiente “Evoluciéon periodontal desfavorable” y como variables
independientes todas las variables que median la presencia de bacterias o
genotipo fimA de P gingivalis en la primera exploracion, asi como la edad, el
sexo, el numero de cigarrillos en los pacientes fumadores y el tratamiento

periodontal recibido durante los cuatro afios de seguimiento. EI modelo final
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resultd con variables significativas independientes: el genotipo fimA 1l de P
gingivalis (p=0,017; Expp =3,84), y T forsythia ( p=0,008; Expp =4,16). La
prueba émnibus del modelo fue significativa, con una p=0,001, y una R2 de
Nagelkerke de 0,212. La prueba de ajuste del modelo (Prueba de Hosmer y

Lemeshow) obtuvo una p=0.901.
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DISCUSION

1. PREVALENCIA DE Porphyromonas gingivalis Y SUS GENOTIPOS fimA

Algunos autores definen la bacteria Porphyromonas gingivalis como uno
de los principales agentes causales del inicio y la progresién de la enfermedad
periodontal, capaz de establecerse subgingivalmente, interactuar con otras
bacterias y colonizar los tejidos periodontales debido a la gran variedad de
factores de virulencia que posee, entre los que se encuentran sus fimbrias
(Lamont, Jenkinson 2000, Yoshimura et al. 2009).

Existen multiples estudios que muestran una alta frecuencia de aparicion
de Porphyromonas gingivalis en la placa subgingival de pacientes con
enfermedad periodontal, en un intervalo de 29,6 a 97,5%. En el presente
estudio se ha detectado la presencia de P gingivalis en el 62,2% de los
pacientes con periodontitis cronica. (Beikler et al. 2003, Missailidis et al. 2004,
Miura et al. 2005, Zhao et al. 2007, Hayashi et al. 2012, Moon et al. 2013,
Amano et al. 1999).

A pesar de que P gingivalis es considerada una de las bacterias mas
vinculadas con la enfermedad periodontal, no aparece exclusivamente en
pacientes con dicha enfermedad, sino que también esta presente en la placa
subgingival de pacientes periodontalmente sanos, aunque en un porcentaje
menor que va del 1,5 al 57,8% segun los estudios publicados (Missailidis et al.
2004, Miura et al. 2005, Zhao et al. 2007, Hayashi et al. 2012, Moon et al. 2013,
Amano et al. 2000, Yang, Huang & Chou 2004). En el grafico 4 se representan
los porcentajes de presencia de P gingivalis en pacientes con periodontitis
cronica y en pacientes sanos incluyendo el obtenido en el presente estudio:
23,3 %.
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Gréfico 4. Presencia de P gingivalis en pacientes sanos y pacientes con periodontitis
cronica (en %).

En cuanto a la distribucion de los genotipos fimA de P gingivalis
encontramos muchas variaciones en funcion de la poblaciéon estudiada aunque
si existe un dato que se repite en todos ellos: la mayor prevalencia del genotipo
fimA Il en los pacientes con periodontitis cronica. Ya en los primeros estudios
en los que se conocian los 6 genotipos, se atribuia al tipo Il la relacién mas
fuerte con la periodontitis (odds ratio 77,8) y el tipo Ib, que fue el ultimo en
identificarse también mostrd una asociacibn con la progresion de la

enfermedad aunque en menor grado (Nakagawa et al. 2002).

En el estudio realizado en Alemania se observo que el genotipo mas
prevalente en los pacientes periodontales es el Il seguido del | y el IV (Beikler
et al. 2003). Por su parte Missailidis et al. también hallaron el genotipo Il como
el mas prevalente en los pacientes periodontales brasilefios pero seguido del
genotipo Ib (Missailidis et al. 2004). Moon et al. obtuvieron los mismos
resultados: los genotipos I, Ib y IV fueron los mas prevalentes en los pacientes
con periodontitis, aunque fue el genotipo fimA Ib el que mostré una correlacién

mas significativa con la enfermedad periodontal (Moon et al. 2013).
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En estudios realizados en pacientes asiaticos ocurre algo similar. Tanto
en japoneses como en chinos el genotipo Il es el mas frecuente en pacientes
con periodontitis crénica pero existen diferencias en la prevalencia del resto de
genotipos. En el presente estudio también hemos determinado que el genotipo
Il es el mas prevalente en el grupo de pacientes periodontales, seguido el
genotipo V. Este resultado es similar al obtenido por Zhao et al (Zhao et al.
2007)y diferente al obtenido en otras poblaciones. Si comparamos la frecuencia
de aparicion de los genotipos de los pacientes con periodontitis con los de los
pacientes sanos y los pacientes con gingivitis, las diferencias estadisticamente

significativas se encuentran en los genotipos Il, lll y Ib.

Cabe destacar que no se ha observado la presencia del genotipo V en
ninguno de los pacientes explorados. Hay diversos estudios que tampoco
hallaron este genotipo ni en pacientes sanos ni con enfermedad periodontal
(Missailidis et al. 2004, Miura et al. 2005, Hayashi et al. 2012). Otros autores si
han detectado su presencia aunque con una frecuencia muy baja (del 3,2 al
16,7%) (Beikler et al. 2003, Zhao et al. 2007, Fabrizi et al. 2013).

Si nos centramos en el genotipo Il en pacientes con periodontitis crénica
en nuestro estudio se ha hallado una frecuencia de aparicion del 35,1%, que es
muy superior al observado en pacientes sanos. Este dato es muy similar al
obtenido en otras poblaciones como la alemana (38.2%) (Beikler et al. 2003), la
brasilefia (39.3%) (Missailidis et al. 2004),la china (43.6%) (Zhao et al. 2007) y
la japonesa (46.7%) (Miura et al. 2005).0Otros estudios muestran valores mas
alejados ya sea por encima (67,3%) (Moon et al. 2013) o por debajo
(29.1%)(Feng, Weinberg 2006). En éste ultimo estudio, a pesar de hallarse el
genotipo fimA 1l en un porcentaje muy inferior a los anteriores, cabe destacar
que sigue siendo el genotipo mas prevalente en enfermos periodontales. Estos

datos se representan en el gréafico 5.
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Grafico 5. Presencia del genotipo fimA Il de P gingivalis en pacientes con periodontitis
(en %)

La mayor virulencia del genotipo Il ha sido estudiada por diversos
autores que han encontrado que debido a su capacidad de adhesién e invasion
es un determinante clave de la virulencia de P. gingivalis (Amano et al. 2004,
Kato et al. 2007).

En el grupo de pacientes con gingivitis s6lo se hallaron los genotipos
fimA Il y IV, que son los dos genotipos detectados con mayor frecuencia por
Zhao et al. en todos los pacientes que presentaron sangrado gingival tras el
sondaje (Zhao et al. 2007). Estos resultados difieren a los obtenidos por Fujise
et al. que observaron que la presencia del genotipo | condicionaba una mayor

presencia de sangrado tras el tratamiento de la periodontitis (Fujise et al. 2005).

Actualmente las variaciones en la distribucion de los genotipos se
atribuyen a las diferencias éticas y geograficas (Missailidis et al. 2004, Zhao et
al. 2007). De hecho existen estudios que muestran marcadas variaciones en la
composicion de la placa subgingival en pacientes con periodontitis crénica de
distintos paises en las mismas condiciones de edad, profundidad de bolsa,
sexo y exposicion al tabaco (Herrera et al. 2008, Haffajee et al. 2004, Lopez et
al. 2004).
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2. PREVALENCIA DE BACTERIAS PERIODONTOPATOGENAS Y DEL
COMPLEJO ROJO DE SOCRANSKY

A pesar la diversidad de bacterias que podemos aislar en una misma
bolsa periodontal (mas de 40 especies), solo unas pocas se asocian a
enfermedad y han demostrado tener un claro papel etiolégico. En el Workshop
mundial de 1996 se llegd a la conclusion de que P gingivalis, T forsythia, T
denticola y A actinomycetemcomitans son claves en la etiologia de la

enfermedad periodontal (Sanz et al. 2004).

P gingivalis, T forsythia y T denticola son las bacterias que forman el
clasico “complejo rojo” descrito por Socransky et al(Socransky et al. 1998).
Ademas existen estudios in vitro que han hallado relaciones sinérgicas entre

algunas de ellas (Kuramitsu, Chen & Ikegami 2005).

De la misma forma que ocurria con P gingivalis, las bacterias T forsythia,
T denticola y A actinomycetemcomitans estan presentes tanto en pacientes
sanos como en pacientes con enfermedad periodontal, pero en porcentajes

muy diferentes.

A actinomycetemcomitans

En el presente estudio la prevalencia de esta bacteria en individuos
sanos fue del 8,3%, en pacientes con gingivitis del 11,8% y de un 27% en
pacientes periodontitis crénica, mostrando diferencias significativas entre los
grupos y una tendencia lineal. La comparacién de estos resultados con los
obtenidos en otros estudios similares se muestra en el grafico 6 (Miura et al.
2005, Zhao et al. 2007, Feng et al. 2014).

Cabe destacar que de las cuatro bacterias estudiadas ésta es la que
aparece con menor frecuencia, tanto en las personas sanas como en los
pacientes periodontales (en torno al 30%), incluso en estudios realizados en
personas con periodontitis agresiva (Feng et al. 2014).En el estudio realizado

por Wara-aswapati et al obtuvieron una alta frecuencia de aparicién de las tres
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bacterias del Complejo rojo en el grupo de pacientes con periodontitis
moderada a severa, mientras que A actinomycetemcomitans solo se hallé en el

35% de los pacientes (Wara-aswapati et al. 2009).
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Gréfico 6. Presencia de A actinomycetemcomitans en pacientes sanos y pacientes con
enfermedad periodontal (en %).

Ademas A actinomycetemcomitans es la uUnica de las cuatro bacterias
cuya presencia no ha mostrado influir en los parametros clinicos (indice de

placa, indice de sangrado y profundidad de bolsa).

T forsythia

Esta bacteria es, de las cuatro estudiadas, la que mas se ha detectado
en los pacientes con periodontitis cronica con una prevalencia del 78°4%. El
grafico 7 muestra los porcentajes de T forsythia obtenidos en diversos estudios
tanto en personas sanas como en pacientes con periodontitis (Miura et al.
2005, Zhao et al. 2007, Feng et al. 2014).
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Gréfico 7. Presencia de T forsythia en pacientes sanos y pacientes con enfermedad
periodontal (en %).

T denticola

De las tres bacterias que forman el Complejo rojo de Socransky, T
denticola es la bacteria menos estudiada. Como ocurria con las anteriores,
hemos encontrado diferencias significativas de su prevalencia en los tres
grupos (sanos 13,3%, gingivitis 17,6% y periodontitis 56,8%), de manera que

esta prevalencia aumenta segun empeora el estado periodontal.

Al comparar estos datos por los obtenidos en un estudio muy
reciente(Feng et al. 2014) observamos que los Vvalores difieren
considerablemente. Feng et al obtuvieron prevalencias muy superiores tanto en
los individuos sanos (35,5%) como en los pacientes con enfermedad
periodontal (96,4%). Esta diferencia puede atribuirse a ese estudio se realizd
con pacientes con periodontitis agresiva, y el nuestro fue sobre pacientes con

periodontitis crénica.

Complejo rojo de Socransky
Ya hemos visto que la presencia de P gingivalis, T forsythiay T denticola
por separado es significativamente mayor en los pacientes con periodontitis

cronica, respecto a los pacientes sanos o con gingivitis. Ademas hemos
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estudiado la asociacién de estas tres bacterias y en mas de un tercio de los
enfermos periodontales se hallan las tres simultdneamente en la misma bolsa
(prevalencia del 35,1%). Unicamente en el 5% de los individuos sanos y en el

5,9% de los pacientes con gingivitis se detecto la presencia del Complejo rojo.

Otro dato a tener en cuenta es que la asociacién de estas tres bacterias
asciende de forma lineal segun va empeorando la condicion periodontal.
También en la poblacion tailandesa se encontrd una asociacion significativa del

Complejo rojo con la severidad de la enfermedad (Wara-aswapati et al. 2009).

3. RELACION ENTRE EL CONSUMO DE TABACO Y LA COMPOSICION DE
PLACA SUBGINGIVAL

Es complicado cuantificar el efecto del tabaco en la enfermedad
periodontal ya que existe diversas formas de medir su progresiéon (profundidad
de bolsa, pérdida de insercion, pérdida de hueso...), pero existen diversos
estudios que llegan a la misma conclusion: el tabaco afecta negativamente el
estado periodontal. Se ha demostrado que la enfermedad periodontal se inicia
antes en los pacientes fumadores y que tanto la cantidad de tabaco que se
consume diariamente como el nimero de afios que se ha mantenido el habito,

se relaciona con la pérdida de dientes (Casals 2013).

Existen en la bibliografia investigaciones sobre la relacion entre el
consumo del tabaco y la respuesta del sistema inmunitario del paciente con
enfermedad periodontal. Diversos estudios concluyen que el tabaco modifica la
respuesta inflamatoria e inmunitaria del huésped, afectando de diferentes
formas a sus células de defensa (Apatzidou, Riggio & Kinane 2005, Palmer
2005).

En nuestro caso buscamos conocer la influencia del tabaco en la
composicion de la placa bacteriana subgingival. No hemos hallado diferencias
en la distribucion de los genotipos fimA de P gingivalis al comparar los

pacientes fumadores con los exfumadores y los no fumadores. Existen estudios
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previos que no hallaron diferencias entre la cantidad de P. gingivalis obtenida
en muestras de placa subgingival de fumadores y no-fumadores(Gomes et al.
2006, Teixeira et al. 2009).

En cuanto a la relacion del consumo de tabaco y las bacterias
estudiadas, si se observo diferencias significativas en la prevalencia de T
denticola de pacientes fumadores, respecto a los ex fumadores y no
fumadores. Haffajee & Socransky detectaron una prevalencia mayor de
determinadas bacterias como P gingivalis y T denticola en pacientes fumadores

que en los ex fumadores o en no fumadores (Haffajee, Socransky 2001).
En cualquier caso no existe mucha bibliografia al respecto que permita

afirmar que el consumo de tabaco influya en la composicién de la placa

subgingival de los pacientes.

4. ESTUDIOS LONGITUDINALES Y PERDIDA DE MUESTRA

Un estudio longitudinal es aquel que recoge datos sobre un grupo de
sujetos, siempre los mismos (la muestra), en distintos momentos a lo largo del
tiempo. Al realizar este estudio se buscd observar en una muestra inicial de
pacientes con y sin enfermedad periodontal la influencia de determinadas
bacterias periodontopatégenas sobre unos parametros clinicos relacionados

con el estado del periodonto.

La duracion de un estudio longitudinal depende la naturaleza evolutiva
de la enfermedad que se esta estudiando. En este caso, al tratarse de
periodontitis crénica, que es una enfermedad crénica pero de evolucién lenta,
se pensd un periodo de seguimiento de los pacientes de cuatro afos. En un
estudio de estas caracteristicas el paso del tiempo provoca problemas ya que
las personas cambian de domicilio, de teléfono de contacto, de circunstancias
personales y se produce una pérdida de muestra que limita los resultados

obtenidos en la segunda fase del estudio.
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En este estudio los pacientes recibieron, tras la primera exploracion,
instrucciones de higiene oral y el tratamiento adecuado segun su estado
periodontal. Sin embargo, la mayor parte de los pacientes con enfermedad
periodontal no acudieron a las sesiones de mantenimiento periodontal,
unicamente dos sujetos con periodontitis asistieron a las revisiones y siguieron
el tratamiento adecuado. Esta falta de tratamiento es llamativa, y se atribuye a
que el raspado y alisado radicular no se encuentra entre las prestaciones del
Sistema Nacional de Salud y es el paciente el que tiene que asumir los costes.
Segun la ultima Encuesta nacional de salud realizada por el Instituto nacional
de estadistica, mas del 50% de los adultos de 25 a 54 afios hace mas de un
afno de su ultima visita al dentista y unicamente el 1% recibié tratamiento de las
enfermedades de las encias en su Ultima visita, siendo las revisiones,
detartrajes, obturaciones y endodoncias los tratamientos mas frecuentes
(Instituto nacional de estadistica 2013).

La mayor parte de los estudios longitudinales realizados sobre
enfermedad periodontal tienen como objetivo ver la evoluciéon de la misma
aplicando un determinado tratamiento respecto a un grupo control o comparar
dos tratamientos diferentes (Janatova et al. 2009, Jervoe-Storm et al. 2007,
Soder, Nedlich & Jin 1999). Este estudio se limita a observar la progresién
natural de la enfermedad y determinar el papel de las bacterias en dicha

progresion.

En 2012 Nomura et al publicaron un estudio longitudinal cuyo objetivo
fue determinar qué biomarcadores salivales y qué bacterias podian ser
utilizados para predecir la progresion de la enfermedad periodontal. Las
bacterias estudiadas fueron Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia y
Tannerella forsythia, y el periodo de seguimiento fue de 18 meses. Las
bacterias que mostraron ser un predictor significativo de la progresion de la
enfermedad periodontal fueron P. gingivalis 'y P. intermedia, aunque el nivel de
prediccion se mejora al combinar los niveles de P. gingivalis con el marcador

alanina-aminotransferasa (Nomura et al. 2012). También en nuestro estudio la
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presencia de P. gingivalis fue, junto con T forsythia, la que mostré incrementar

el riesgo de progresidn de la periodontitis.

En 2007 se publicd un estudio longitudinal sobre el papel de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans en el inicio de la periodontitis agresiva
cuyos resultados sugieren que la presencia de dicha bacteria en nifios con un
periodonto sano si puede servir como marcador de riesgo (Fine et al. 2007).
Sin embargo es dificil comparar estos resultados con nuestro estudio ya que
fue realizado en escolares de 11 a 17 afios en los que se busco la aparicion de
una periodontitis agresiva localizada y las bacterias que se relacionan con el

inicio de la periodontitis crénica en adultos no son las mismas.

En cuanto a estudios longitudinales de la presencia de genotipos fimA de
P. gingivalis encontramos el realizado por Fujise et al cuyo objetivo fue evaluar
la influencia de los distintos genotipos en pacientes con periodontitis cronica
que recibieron un tratamiento de raspado y alisado radicular. Los resultados
mostraron el genotipo | como un predictor de sangrado tras el tratamiento
(Fujise et al. 2005).
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CONCLUSIONES

1.

T. forsythia, P. gingivalis y T. denticola son las bacterias mas
prevalentes en la placa subgingival de los pacientes con periodontitis
cronica. A. actinomycetemcomitans unicamente ha sido detectada en el

27% de dichos pacientes.

El genotipo fimAll de P. gingivalis es el mas prevalente en los pacientes

con periodontitis.

La prevalencia de las bacterias A. actinomycetemcomitans, T. forsythia,
P. gingivalis, T. denticola, del Complejo rojo de Socransky y de los
genotipos fimA Il, Il y Ib de P. gingivalis han mostrado diferencias
significativas en pacientes con periodontitis crénica, pacientes con

gingivitis y en adultos periodontalmente sanos.

La presencia de las bacterias A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, P.
gingivalis, T. denticola, el Complejo rojo de Socransky vy de los
genotipos fimA lll y Ib de P. gingivalis aumenta de forma lineal segun

empeora la condicion periodontal.

Se ha observado una correlacion positiva entre los genotipos fimA de P
gingivalis I-1b, I-Il y lI-Ib, entre el genotipo fimA Il de P gingivalis y la
bacteria A. actinomycetemcomitans y entre T. denticola-P. gingivalis y T.

denticola-T. forsythia.

. La unica bacteria cuya presencia muestra diferencias significativas entre

fumadores y no fumadores o exfumadores es Treponema denticola.

. La presencia tanto del Complejo rojo de Socransky como de las tres

bacterias que lo forman se relacionan con peores resultados en los

indices de placa, de sangrado y profundidad de sondaje. El genotipo
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fimA 11l se asocia a una mayor la profundidad de sondaje y el genotipo

fimA IV con la presencia de placa y de sangrado.

. La presencia de los genotipos I, Il y IV, la bacteria P. gingivalis y el

Complejo Rojo son los que han mostrado una mayor correlacion entre la
primera y la segunda toma de muestras de placa subgingival de los

pacientes.

. De todas las variables estudiadas, las que han mostrado significacion en

el analisis multivariante de regresién logistica son el genotipo fimA Il de

P gingivalis y T forsythia.
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ANEXO 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

VNIVERSITAT [ VALENCIA

1. Naturaleza general y propésito de la investigaciéon

Las enfermedades de las encias (gingivitis y periodontitis) afectan a un
gran numero de personas de todas las edades, y ademas estan relacionadas
con enfermedades generales como la diabetes, los partos prematuros y un
mayor riesgo de accidentes cardiovasculares. En la boca hay un gran numero
de bacterias pero unicamente determinados tipos se relacionan con una
evolucion mas agresiva de esta enfermedad.

El presente estudio tiene como finalidad conocer la frecuencia con la que
se encuentran unos tipos determinados de bacterias en los tejidos que
rodean al diente y relacionar su presencia con el estado de salud o
enfermedad de las encias. Esta informacion nos ayudara a obtener un
diagnostico de la gravedad en estadios iniciales de la enfermedad y aplicar el
tratamiento adecuado para detener su avance.

2. Procedimientos a los que acepta participar, riesgos, tiempo y esfuerzo
requerido

Para ello, cada participante debera informar acerca de su edad, las
enfermedades que padece, la medicacion que toma y si es o no fumador.
Posteriormente se realizara una exploracion completa de las encias, que
incluye el grado de higiene, el sangrado de encias y la pérdida de hueso que
rodea y sostiene los dientes. Por ultimo se tomara una muestra de bacterias
de la zona de encia que esté en peores condiciones para ser analizada y
determinar los tipos de bacterias que presenta.

Tanto la exploracion como la toma de muestras se haran bajo
condiciones de estricta limpieza. En los procedimientos puede producirse un
poco de dolor que desaparecera sin tratamiento a los pocos segundos.

Los procedimientos citados se llevaran a cabo una unica sesion, de una
duracién aproximada de 20 minutos.
3. Privacidad

Se garantiza la confidencialidad de la informacién obtenida. Cada
participante sera identificado con un cdédigo, y unicamente los investigadores
principales tendran acceso a los datos personales. Las muestras, una vez
analizadas, seran destruidas en su totalidad. Si los resultados de este estudio
son publicados, el participante no sera identificado por el nombre.

4. Compensacion

La exploracion realizada es completamente gratuita y el estudio cubre
los gastos derivados del analisis de las muestras. Usted no recibira ningun

117



ANEXOS

beneficio econémico por participar en este estudio y de igual manera no tendra
que incurrir en ningun gasto.

5. Participacion voluntaria.

El participante es libre de retirarse cuando desee y es libre para
rechazar su participacion en cualquiera de los procedimientos sin que
suponga ninguna penalizacion para él. Ademas tiene derecho de oposicién,
de rectificacion y de cancelacién de sus datos de acuerdo a la legislaciéon
vigente, asi como su derecho a solicitar la retirada o destruccion de la
muestra.

6. Firma del consentimiento

Usted recibira una copia de este consentimiento que esta firmando,
donde encontrara la informacién que le permita contactar con el investigador
para cualquier inquietud. Si desea recibir mas informacién a cerca de la
investigacion puede contactar con la Dra. Miriam Puig Silla, en la Clinica
Odontoldgica de la Universitat de Valéncia, al teléfono 963864142.

Yo, una vez informado

sobre el procedimiento que se llevara a cabo otorgo en forma libre mi

consentimiento
Sid NOO

a la Dra. Miriam Puig Silla para la obtencion de la muestra solicitada.

Hago constar que este documento ha sido leido y entendido por mi en su

integridad, de manera libre y espontanea.

Valencia, a de de

Firma
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ANEXO 2. CERTIFICADO DEL COMITE DE ETICA

VNIVERSITAT
® VALENCIA

Vicerectorat d'Investigacio i Politica Cientifica

D. Fernando A. Verda Pascual, Profesor Titular de Medicina Legal y
Forense, y Secretario del Comité Etico de Investigacién en Humanos de la
Comisién de Ftica en Investigacion Experimental de la Universitat de
Valéncia,

CERTIFICA:

Que el Comité Etico de Investigacion en Humanos, segliin consta
en el acta de la reunion celebrada en el dia de hoy, una vez
estudiado el proyecto de investigacion titulado:

“Estudio de prevalencia de genotipos de fima de Porphyromonas
gingivalis asociados a periodontitis crénica”, cuyo investigador
principal es D. José Manuel Almerich Silla, informa
favorablemente el mismo siempre que se respeten los principios
fundamentales establecidos en la Declaracion de Helsinki, en el
Convenio del Consejo de Europa relativo a los derechos humanos,
asi como cumplir los requisitos establecidos en la legislacion
espafiola en el ambito de la investigacién biomédica, la proteccion
de datos de caracter personal y la bioética.

Y para que conste, se firma el presente certificado en Valencia, a veinticuatro
de junio de 2008.
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ANEXO 3. FICHA DE EXPLORACION INICIAL (12 FASE)

FICHA DE ANAMNESIS Y EXPLORACION CLINICA

NOMBRE: 1o:
FECHA NACIMIENTO: s/ /  FECHAEXPLORACION: _ /  /
ENFERMEDADES SISTEMICAS:

MEDICACION:

ANTIBIOTICOS EN LOS ULTIMOS 6 MESES: 51 O NO O

TABACD: O FUMADOR ACTUAL. Cigarrillos /dia:
O ANTIGUC FUMADOR [hace mas de 6 meses dejo de fumar)
O mNOFUMADOR

PLACA IP= ——x100= %o

SANGRADC ﬂindice gingival simplificado) 1G5= ——x100= %

PROFUNDIDAD DE SONDAJE

15 17 | 16 15 14 | 13 12 11 21 22 23 24 25 | 26 | 27 25
v
F}
L
v
43 47 | 46 45 44 | 43 42 41 31 32 33 34 35 | 36 | 37 38
. PERDIDA DE INSERCION
15 17 | 16 15 14 | 13 12 11 21 22 23 24 o5 | 26 | 27 25
v
F}
L
v
43 47 | 46 45 44 | 43 42 41 31 32 33 34 35 | 36 | 37 38
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ANEXO 4. FICHA DE EXPLORACION FINAL (22 FASE)

ANEXOS

FICHA DE ANAMNESIS Y EXPLORACION CLINICA FINN_-

MNOMBRE:

FECHA MNACIMIENTO:

¢

ENFERMED ADES SISTEMICAS:

MEDICACION:
ANTIEIOTICOS EN LOS ULTIMOS & MESES:

TABACD: O FUMADORACTUAL Cigarrillos/dia: ___

FECHA EXPLORACION:

sl

NO O

O ANTIGUO FUMADOR [hace mas de & meses dejo de fumar)

O NOFUMADOR

TRATAMIENTO PERIODONTALEN LOS ULTIMOS 4 ANOS

PLACA,

O NINGUND _
O DETARTRAJE ESPORADICO

O RASPADOSY MANTENIMIEMNTO CONSTANTE

[P=—=x100= o

SANGRADO (indice gingival simplificado)

IG5=——=x100= %

PROFUNDIDAD DE SONDAJE

18

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

28

48

47

46

45

44

43

42

41

31

32

33

34

35

36

37

38

PERDIDA DE INSERCI

ON

18

17

16

15

14

13

12

11

21

22

23

24

25

26

27

28

48

47

46

45

44

43

42

41

31

32

33

34

35

36

37

38
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