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RESUMEN

Introduccion: Las periodontitis son un conjunto de enfermedades infecciosas,
caracterizadas por la destruccion de los tejidos de insercion de los dientes, cuya
causa es el biofilm subgingival. Porphyromonas gingivalisy Aggregatibacter
actinomycetemcomitansson bacterias periodonto-patégenas del biofilm subgingival
que han sido ampliamente asociadas al inicio, progresion y severidad de la
enfermedad.Sobre la base de la capsula extracelular de P. gingivalis y del O-
polisacarido del LPS de A. actinomycetemcomitans se han descrito distintos
serotipos bacterianos, denominados K1-K6 y a-f, respectivamente. En distintas
poblaciones afectadas de periodontitis, se ha establecido que los serotipos
bacterianos mas frecuentemente detectados son los serotipos K5 y K6de P.
gingivalisy b-cde A. actinomycetemcomitans. En Chile no existen estudios que

hayan analizado la frecuencia de deteccion de estos serotipos bacterianos.

Objetivos: Cuantificar la frecuencia de deteccion de los distintos serotipos de P.
gingivalis y A.actinomycetemcomitans en pacientes afectados de periodontitis

crénica o periodontitis agresiva.

Metodologia:Muestras microbioldgicas del biofilm subgingival fueron obtenidas de
25 sitios periodontales distintos en pacientes con periodontitis crénica o agresiva.
La presencia de P. gingivaliso A. actinomycetemcomitans se establecio
identificando las caracteristicas de las colonias microbianas en cultivo en agar
sangre hemina/menadiona o agar TSVB,pruebas bioquimicas de metanol o
catalasay por identificacion mediante PCR de la subunidad 16Sdel RNA ribosomal
(rRNA). Purificados bacterianos fueron aislados y la caracterizacion del serotipo de
P. gingivalisy de A. actinomycetemcomitans se realiz6 mediante PCR utilizando

partidores especificos.

Resultados:P. gingivalisfue identificado en el 40% de los pacientes afectados de
periodontitis, tanto crénica como agresiva, y A. actinomycetemcomitans en un
16%. Cuando P. gingivalis fue detectado, el 60% fue serotipo K3 y el 50% K2 o
K5. En el caso deA. actinomycetemcomitans, el 75% fue serotipo b y el 25% c.
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Conclusion:En los pacientes con periodontitis existe una frecuencia variable de
deteccion de los distintos serotipos bacterianos. En P. gingivalis los serotipos mas
frecuentemente detectados fueron el serotipo K3, K2y K5 y enA.

actinomycetemcomitans el serotipo b.



MARCO TEORICO

Las periodontitis corresponden a enfermedades del periodonto de insercion de
naturaleza inflamatoria y etiologia infecciosa que se producen como consecuencia
de la relacion desfavorable entre hospedero y biofilm periodonto-patégeno. La
enfermedad se caracteriza por la inflamacion gingival, migracion de la insercion
epitelial hacia el apice del diente, destruccion del tejido conectivo,reabsorcion del
hueso alveolar y formacion del saco periodontal (Armitage, 1995).

Las periodontitis son enfermedades de alta prevalencia y se encuentran
ampliamente distribuidas en el mundo. En Estados Unidos la prevalencia alcanza
el 47,2% (Eke y cols., 2012), en Brasil laprevalencia es de 9% en jovenes, 10% en
adultos y 19% en adultos mayores y en Argentina es de 5%, 30% y 49%,
respectivamente (Gjermo y cols., 2002), y en Chile la pérdida severa de insercion
clinica es de 39% enadultos jévenes entre 35-44 y 69%en adultos mayores entre
65-74 aflos(Gamonal y cols., 2010).

El rol bacteriano es una parte fundamental en la etiopatogenia de lasperiodontitis
con alrededor de 735 tipos distintos de microorganismos involucrados, los cuales
se organizan como un biofilm adherido a la superficie de los dientes. El biofilm se
define como una agregacion microbiana en un ambiente acuoso que es capaz de
secretar sustancias quepermitensu adhesion al dientey la coagregacion de otras
especies bacterianas (Socransky y cols., 1998). Desde el punto de vista de su
localizacion, se describe un biofilm supragingival, localizado hacia coronal del
margen gingival, y un biofilm subgingival, localizado en el surco gingivodentario o

saco periodontal.

Mientras el biofilm supragingival posee una disposicibn columnar desde la
superficie del esmalte a la superficie de la placa bacteriana y esta constituido
principalmente por especies Gram-positivo facultativas de morfologia variada
(bacilos y cocos), el biofilm subgingival estd conformado principalmente por
bacterias Gram-negativo anaerobias maviles, ubicadas adyacentes a la encia

(Socransky y cols., 1998). Las variaciones en la composicién del biofilm no sélo se



describen entre placa bacteriana supragingival y subgingival, sino también entre

salud y enfermedad y entre los distintos niveles de severidad de la periodontitis.

Las asociaciones bacterianas del biofilm subgingival, llamados micronichos o
comunidades bacterianas, se organizan compartiendo nutrientes y factores de
coagregacion. Teoricamente se han agrupado en distintas comunidades,
identificadas mediante tamafios y colores particulares,los que guardan relacion
con la cantidad de bacterias que las componen y la prevalencia de cada una de
ellas en individuos sanos y enfermos(Socransky y cols., 1998). Los complejos
naranja y rojo incluyen a las bacterias periodonto-patégenas principalmente
asociadas a la etiologia de las periodontitis, en particular a las formas mas severas
de la enfermedad (Figura 1).

A. odomtolyticus

5. mitis
5. oralis
5. sanguis C. gracilis C. rectus

Streptococcus sp.
5. gordonii ’;-,""9"'"'
5. Intermedius s. E. nodsturn Il forsythia

corrodens
C. showae

5

A, aclino. b §. noxia

Figura 1. Esquema de las comunidades (complejos) bacterianas del
biofilm periodonto-patégeno. Estas agrupaciones son secuenciales
desde la superficie del diente a la superficie de laplaca bacteriana, por lo
gue la formacion y maduracion de éste va a depender de la existencia de
una comunidad previa, desde el azul hacia el rojo. (Socransky y cols.,
1998).

Entre los microorganismos mas prevalentesencontrados en individuos con

periodontitis  estanA. actinomycetemcomitans,P. gingivalis, Prevotella
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intermedia, Treponema denticola y Tannerella forsythensis (Haffajee y Socransky,
1994).

Un estudio multicéntrico realizado en Chile, Colombia y Espafia que evalu6 a 114
pacientes afectados de periodontitis cronica generalizada, arrojé6 como resultado
gue los patégenos mas prevalentes en los sacos periodontales de individuos
chilenos fueron: A.actinomycetemcomitans (19,4%), P. gingivalis (83,8%),
Prevotella intermedia (19,4%), Fusobacterium spp (63,9%) y Parvimonas micra
(29,7%) (Herrera y cols., 2008). La investigacion de Gajardo (Gajardo y cols.,
2005) en pacientes con periodontitis agresiva localizada o generalizada dio como
resultado que la prevalencia de A. actinomycetemcomitansera de un 16,6% vy
33,3%yde P. gingivalisdeun 86,6% y 100%,respectivamente. Se analizaron otras
bacterias,tal como  Porphyromonas intermedia,Eikenella  corrodens vy
Fusobacterium nucleatum, encontrdndose cada una en un 40% y 16,6%, 53,3% y
33,3%, y 46,6% y 33,3%, respectivamente.

P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans se asocian a una mayor destruccion
periodontal, una mayor tasa de progresion de la enfermedad, resultados
insatisfactorios de la terapia periodontal y periodontitis recurrente (Haffajee y
Socransky, 1994). P. gingivalisse encuentra en sacos periodontales mas
profundos que las otras 2 bacterias del cluster rojo. Con respecto al sangrado al
sondaje, las bacterias del complejo rojo se encontraron en mayor cantidad en
estos sitios al comparar con aquellos que no sangraban al sondaje,siendoP.
gingivalisel representante de este clister con mayor prevalencia(Socransky y
cols., 1998). A. actinomycetemcomitans se detecté en mayor cantidad en sacos
periodontales activos en sitios periodontales con pérdida de insercion clinica >2
mm, asociandose con la progresion de la enfermedad. A. actinomycetemcomitans
se define como patdégeno principal en la periodontitis agresiva y como patégeno
secundario en la periodontitis crénica, debido a que se ha detectado en menor
frecuencia y cantidad en esta ultima forma de enfermedad (Haffajee y Socransky,
1994).

Ademas de su alta frecuencia de deteccion en las periodontitis, P. gingivalis y A.

actinomycetemcomitans se han asociado al inicio y severidad de diversasotras



10

enfermedades y condiciones. P. gingivalis se ha relacionado con trastornos
cardiovasculares y parto prematuro con bajo peso del neonato (Offenbacher y
cols., 2001; Meurman y cols., 2004) y A. actinomycetemcomitans con

ateroesclerosis (Zhang y cols., 2010).

A. actinomycetemcomitansy sus factores de virulencia:

A. actinomycetemcomitans es un cocobacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo
(capnofilico) e inmovil de la familia de Pasteurellaceae (Norskov-lauritsen y Kilian,
2006). Al cultivarlo, las colonias presentan forma circular aplanada de borde
festoneado, generalmente con una forma de estrella central (Chen y Slots,
1999;Fine y cols., 1999).

Varias investigaciones han evidenciado el rol etiologico de A.
actinomycetemcomitans en la periodontitis agresiva (Suzuki y cols., 2001) y en las
periodontitis asociadas a sindromes (Sindrome de Down, Sindrome de Papillon-
Lefevre, Sindrome de Cohen, etc.) (Armitage, 2005).A.

actinomycetemcomitansexpresa diversos factores de virulencia, entre ellos:

Leucotoxina A (LtxA): le permite eliminar leucocitos, evadir la respuesta inmune e

invadir los tejidos del hospedero (Diaz y cols., 2006).

Toxina distensora_citoletal (Cdt): exotoxina proteica con actividad DNAasa que

genera una detencion en el crecimiento celular, alteracion de la morfologia y
muerte celular (Heywood y cols., 2005). Un 77% de los pacientes diagnosticados
con periodontitis agresiva son A. actinomycetemcomitansCdt-positivos (Xynogala y
cols., 2009).

Lipopolisacarido (LPS):mantiene la integridad estructural de las bacterias Gram-

negativo y forma una barrera selectiva que limita la entrada de moléculas
hidrofébicas y quimicos toxicos, como detergentes y antibioticos, ademas es
esencial para el anclaje de proteinas externas de membrana (Jain y Darveau,
2010). Esta compuesto de 3 dominios: lipido A, core de oligosacarido y el O-
antigeno, que es un polisacarido. El lipido A es el componente interno del LPS, el

que esta conservado en estructura y forma. ElI O-polisacarido es el componente
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externo del LPS y forma la superficie externa de la bacteria, su estructura es
altamente variable e inmunogénica, lo que permite la tipificacion para distinguir
entre subespecies bacterianas que tengan diferentes composiciones de éste (Jain
y Darveau, 2010).

Sobre la base de la antigenicidad y variabilidad del O-polisacarido componente del
LPS de A. actinomycetemcomitans, se han identificado 6 serotipos bacterianos
distintos, denominados a, b, ¢, d, e y f. Los serotipos mas frecuentemente
detectados en la cavidad oral de humanos son los serotipos a, b y ¢, siendo el
serotipo b el mas frecuente en pacientes afectados de periodontitis agresiva. La
mayor deteccion del serotipo b de A. actinomycetemcomitanspodria asociarse a
un mayor potencial inmunogénico y patogénico del microorganismo que adn no se

ha logrado dilucidar (Diaz-Zufiga y cols., 2012).

Investigaciones recientes han analizado el papel de los diferentes serotipos de A.
actinomycetemcomitans en células dendriticas asi como en la activacion y funcién
de los linfocitos T, demostrando diferencias cuantitativas y cualitativas en la
produccion de citoquinas. Especificamente, las células dendriticas estimuladas
con el serotipo b experimentaron un aumento en la produccion de citoquinas en
comparacién con las mismas células estimuladas con los otros serotipos
bacterianos (Vernal y cols., 2008; Diaz-Zufiga y cols., 2013). Los linfocitos T
estimulados con el serotipo bevidenciaron un incremento en la expresion de los
factores de transcripcion T-bet y RORC2, en la secrecion de citoquinas asociadas
a los fenotipos linfocitarios Thl y Thl7: interleuquina-1 (IL-1B), IL-2, IL-6, IL-12,
IL-17, IL-23, interferon-y (IFN-y), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y TNF-8, asi
como también un aumento en la produccion de RANKL, factor asociado a la
activacion de osteoclastos y la reabsorcion del hueso alveolar, en comparacién

con los otros serotipos bacterianos (Diaz-Zufiga y cols., 2013).

Prevalencia de A. actinomycetemcomitans y su relacién con los serotipos:

La investigacion multicéntrica en Alemania y Corea arroj6 como resultado que, de
194 pacientes con periodontitis (98 coreanos y 96 alemanes), 45 (23,2%) (21

coreanos y 24 alemanes) dieron positivo para A. actinomycetemcomitans; en los
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alemanes la distribucién de serotipos fue la siguiente: b (33,3%), ¢ (25%) y a
(20,8%); en los coreanos fue: ¢ (61,9%), d (19%) y b (4,8%) (Kim y cols., 2009).
En Grecia,de 228 pacientes, solo en 151 de ellos,afectados con periodontitis no
tratada o en terapia de soporte, pudo ser identificado A. actinomycetemcomitans,
siendo el serotipo mas prevalente el ¢ (10,5%), seguido del a(5,2%) y el b (4,6%)
(Sakellari y cols., 2011). En estudios realizados en Brasil se examinaron 486
sujetos con periodontitis cronica, pudiendo cultivar A. actinomycetemcomitans en
85 (17,5%) de los sujetos. En este estudio, el serotipo més prevalente fue el c
(52,9%) seguido del a (31,8%) y del b (9,41%) (Gongalvez y cols., 2010) En Chile,
de 53 pacientes con periodontitis, 13 fueron identificados como A.
actinomycetemcomitans positivos (Gréafico 1-2) (Gajardo y cols., 2005).

Prevalencia de A. actinomycetemcomitans en
% Pacientes pacientes con periodontitis.

100
80

60

40

20 2143 2 . 17,54 17,49 ,24'52|
i BN BN B

Corea (n=98)  Alemania (n=96) Grecia (n=151) Brasil (n=486) Chile (n=53)

Gréfico 1. Prevalencia de A. actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis de distintas
poblaciones. El porcentaje calculado se obtuvo del total de pacientes en estudio.
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Prevalencia de Serotipos de A. actinomycetemcomitans en

, pacientes con periodontitis.
% Pacientes

100
80
619 ¥ Serotipo a
60 52,9 _
H Serotipo b
40 33:3 318 i Serotipo ¢
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20 105 9a1f |
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0
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Grafico 2. Prevalencia de los serotipos de A. actinomycetemcomitans en pacientes con
periodontitis de distintas poblaciones. El porcentaje calculado se obtuvo considerando como el
100% los pacientes positivos para A. actinomycetemcomitans, estipulados en el Grafico 1.

P. gingivalis y sus factores de virulencia:

P. gingivalis es un cocobacilo, anaerobio estricto, Gram-negativo.Expresa una
serie de factores de virulencia, tales como fimbria, enzimas proteoliticas,
hemaglutininas, LPS y capsula extracelular (Yoshino y cols., 2007) y exhibe una
diversidad genotipica y serotipica que permite una variabilidad intra-especie con la
potencialidad de inducir distintos niveles de inflamacion y destruccion periodontal

(Teixeira y cols., 2009).

Fimbria: estructura filamentosa que se ubica en su superficie y le permite invadir
los tejidos periodontales y colonizar la cavidad oral (Hiramine y cols., 2003). Se
compone de una subunidad proteica llamada fimbrilina, codificada por el gen fimA,
y otra subunidad llamada Mfa (Kuboniwa y cols., 2010). Sobre la base delfimA se
han descrito 6 genotipos: I, Ib, II, lll, IV y V (Amano y cols., 2004). En pacientes
afectados con periodontitis crénica, los méas frecuentemente detectados son el
genotipo Il y IV (Enersen y cols., 2008), mientras que en adultos sanos el genotipo
mas prevalente es el tipo I (Amano y cols., 2000), lo cual implicaria una
especificidad genotipica del gen fimA asociada a salud o enfermedad periodontal.
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Enzimas proteoliticas: las gingipainas son un grupo de proteasas producidas por

P. gingivalisen altos niveles. Las gingipainas RgpA y RgpB son capaces de
inactivar citoquinas y sus receptores, estimular la agregacion plaguetaria, atenuar
la actividad antibacteriana de los neutrdfilos por medio de la inhibicion del receptor
de LPS, incrementar la permeabilidad vascular y la apoptosis de los queratinocitos
gingivales y destruir macrofagos (Stathopoulou y cols., 2009). Aun no se establece
claramente la asociacion entre éstas enzimas y las periodontitis (Kubinowa y cols.,
2000; Beikler y cols., 2005).

LPS:constituido depolisacaridos, oligosacaridos y lipido A,es altamente
inmunogénico (Dixon y Darveau, 2005; Herath y cols.,, 2011). Durante las
periodontitis, P. gingivalis tiene la potencialidad de liberarmicro-vesiculas que
contienen LPS, las cuales pueden invadir los tejidos periodontales y activar la
produccion de citoquinas en macrofagos, fibroblastos, queratinocitos y células
endoteliales (Kocgozlu y cols., 2009).EI LPS puede ser reconocido por las células
presentadoras de antigenos mediante receptores tipo Toll (toll-like receptor, TLR)
TLR2 y TLR4 (Poltorak y cols., 1998; Kikkert y cols., 2007), las cuales tienen la
capacidad de presentar sus antigenos a los linfocitos T y desencadenar en el
hospedero una respuesta inmune especifica (Kocgozlu y cols., 2009; Herath y
cols., 2011).

Polisacaridos capsulares: confieren estabilidad estructural al microorganismo,

cumplen un rol importante en el reconocimiento e interaccion con el hospedero,
forman una barrera defensiva que permite evadir la respuesta inmune y mantienen
la integridad bacteriana en ambientes con alta presion inmune (Poltorak y cols.,
1998). La capsula de P. gingivalis se compone principalmente de glucosa,
glucosamina, galactosa, 2-acetamido-2-deoxy-D-glucosa, galactosamina y de los
acidos galactosaminurénico, manuronico, glucorénico y galacturénico (d’Empaire y
cols., 2006). Sobre la base de su inmunogenicidad se han descrito 6 serotipos
capsulares (K) diferentes, denominados K1, K2, K3, K4, K5 y K6 (Laine y cols.,
1996).
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En animales de experimentacion, cuando los 6 serotipos capsulares se inocularon
subcutaneamente, se observd un proceso infeccioso severo tipo flegmén,
asociado a ulceras y/o necrosis de piel y muerte del animal. En contraste, al
inocular una cepa de P. gingivalis carente de capsula, sélo se observaron
abscesos localizados, demostrandose asi el potencial virulento de la cépsula
extracelular de P. gingivalis(Laine y van Winkelhoff, 1998).

En modelos murinos, se evalué la respuesta de los macrofagos peritoneales ante
los distintos serotipos K de P. gingivalis. Las quimioquinas MIP-2, JE/MCP-1, KC y
RANTES se expresaron en niveles mayores en presencia del serotipo K1
comparado con los otros, sugiriendo una respuesta quimiotéctica diferente

inducida por los distintos serotipos K (d’Empaire y cols., 2006).

Se ha establecido que los serotipos K5 y K6 se detectan con mas frecuencia en
los pacientes afectados de periodontitis (Laine y cols., 1997), los serotipos K1y K3
poseen capsulas con diferente composiciéon molecular (Laine y cols., 1996; Laine y
cols., 1997), el serotipo K4 posee una mayor capacidad adhesiva a células
epiteliales obtenidas de sacos periodontales (Laine y cols., 1996) y los serotipos
K1y K2 muestran mayor resistencia a la fagocitosis y lisis por neutréfilos (Enersen
y cols., 2008).

Cuando células dendriticas humanas fueron estimuladas con los distintos
serotipos K de P. gingivalis, se detect6 que los serotipos K1 y K2 indujeron una
mayor expresion de IL-1B, IL-6, IL-12, IFN-y, TNF-a y TNF-B en comparacion a los
otros serotipos (Vernal y cols., 2008; Vernal y cols., 2009). En linfocitos T, ante los
serotipos K1 o K2 se indujo un patron de respuesta Thly Th17, mientras que ante
los otros serotipos se indujo un patron de respuesta Th2. En particular, los
serotipos K1 y K2 indujeron mayor expresionde T-bet y RORC2, mayor secrecion
de citoquinas tipo Thly Th17 (IL-1B, IL-2, IL-6, IL-12, IL-17, IL-23, IFN-y, TNF-a y
TNF-B) y mayor produccion de RANKL que los otros serotipos de P.
gingivalis(Vernal y cols., 2013).Diferencias estructurales capsulares entre los
distintos serotipos de P. gingivalis podrian explicar las diferencias inmunogénicas

descritas (Vernal y cols., 2009; Vernal y cols., 2013).
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Prevalencia de P. gingivalis y su relacién con los serotipos:

En los Paises Bajos, de 185 pacientes con periodontitis cronica y periodontitis
agresiva,84 (45,4%)poseianP. gingivalis, con predominio de serotipos K6 (51,1%),
K5 (26,1%)y K1 (8,3%) (Laine y cols., 1997). En158 pacientes con periodontitis de
Indonesia, 106 fueron positivos para P. gingivalis y de ellos, 43 (40,5%),
presentaron cdpsula. Los serotipos mas frecuentemente identificados fueron el K5
(58,1%) y K6 (18,6%), mientras que el K1 no fue identificado.En Chile, de 53
pacientes afectados con periodontitis, 45 (84,9%) fueron P. gingivalis positivos
(Gréfico 3-4) (van Winkelhoff y cols., 1999).

Prevalencia de P. gingivalis en pacientes con
% Pacientes periodontitis.
100
84,9
80 67,08
45,41
40 |
20
0
Paises Bajos (n=185) Indonesia (n=158) Chile (n=53)

Grafico 3. Prevalencia de P. gingivalis en pacientes afectados de periodontitis en distintas
poblaciones. El porcentaje calculado se obtuvo del total de pacientes en estudio.
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Prevalencia de Serotipos de P. gingivalis en

% Pac pacientes afectados de periodontitis.
o Pacientes
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80

58,1

60 511 H Serotipo K1
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20 M Serotipo K6

0
0
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Gréfico 4. Prevalencia de los serotipos de P. gingivalis en distintas poblaciones. El porcentaje
calculado se obtuvo considerando como el 100% los pacientes positivos para P. gingivalis,
estipulados en el Gréfico 3.

En resumen, y de acuerdo a lo expuesto anteriormente,P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans han sido ampliamente asociadas al inicio, progresion y
severidad de las periodontitis.P. gingivalis se ha detectado en el 84,9% de los
individuos chilenos afectados por la enfermedad, constituyendo el 34,01% de la flora
bacteriana subgingival total. A. actinomycetemcomitans se ha asociado a la
periodontitis agresiva, la que se caracteriza por una pérdida de insercién y
destruccién periodontal rapida. Ambos poseen diversosfactores de virulencia que
tienen la potencialidad de generar una respuesta inmune en el hospedero;entre los
factores mas variables en relacién a su estructura y sobre los cuales se realiza la
tipificacion de subespecies bacterianas, se describen la capsula extracelular enP.
gingivalis y el LPS-O-polisacéarido enA. actinomycetemcomitans. Estos factores de
virulencia, como se dijo anteriormente,permiten distinguir distintos serotipos
bacterianos con distribucion variable en la poblacién, siendo los serotipos K5-K6 de
P. gingivalis y el serotipo b de A. actinomycetemcomitans los mas prevalentes en
individuos afectados de periodontitis. No obstante, los serotipos K1 de P. gingivalis y
b de A. actinomycetemcomitans se consideran los mas virulentos in vitro, puesto que
generan una inmunogenicidadvariable en distintas células del hospedero, la que

contribuiria a explicar potenciales diferencias de patogenicidad entre los serotipos.
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En la poblacién chilena se desconoce cuéles de los serotipos descritos son los mas
frecuentemente detectados en las lesiones periodontales y, considerando el
potencial impacto de su determinacion en el enfoque terapéutico, es que es

importante tipificar los serotipos presentes en nuestra poblacion.
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HIPOTESIS

En los pacientes afectados de periodontitis y caracterizados por presentar
Porphyromonas gingivalis y/o Aggregatibacter actinomycetemcomitans en la placa
bacteriana subgingival, los serotipos bacterianos mas frecuentemente detectados

son el serotipo K5-K6 y el serotipo b, respectivamente.

OBJETIVO GENERAL

Tipificar el serotipo de Porphyromonas gingivalis y/o Aggregatibacter
actinomycetemcomitans detectado en las lesiones periodontales de pacientes

afectados de periodontitis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar la presencia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitansy/oPorphyromonas gingivalisen las lesiones
periodontales de pacientes afectados de periodontitis mediante cultivo
bacteriano convencional, pruebas bioquimicas y amplificacion por PCR de la
subunidad 16S rRNA.

2. Tipificar el serotipo del LPS-O-polisacarido de  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans detectado en las lesiones periodontales de pacientes

afectados de periodontitis.

3. Tipificar el serotipo capsular de Porphyromonas gingivalis detectado en las

lesiones periodontales de pacientes afectados de periodontitis.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccién de los sujetos:

En este estudio observacional descriptivo transversal, se seleccionaron pacientes
mediante el método no probabilistico por conveniencia entre los sujetos que
acudieron a la clinica de periodoncia de pregrado y postitulo de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile durante los meses de abril a junio de 2013.
Los pacientes que fueron analizados firmaron un consentimiento informado

aprobado por el Comité de Etica Institucional (Anexo 1).
Los criterios de inclusion fueron:

e Tener el diagndstico de periodontitis cronica (moderada o severa) o
periodontitis agresiva de acuerdo a los criterios establecidos por la
Academia Americana de Periodoncia (en detalle mas adelante).

e Ser mayor de 30 afos para periodontitis cronica y menor o igual a 30 afios
para periodontitis agresiva.

e Tener al menos 17 dientes excluyendo los terceros molares.
Los criterios de exclusion fueron:

e Tener otras enfermedades tales como diabetes, inmunosupresiones o0
enfermedades infecciosas.

e Haber recibido tratamiento periodontal o profilaxis dental durante los 6
meses previos a su inclusion en el estudio.

e Haber consumido anti-inflamatorios esteroidales, no esteroidales y/o
antibiéticos.

e Haber utilizado antisépticos bucales como clorhexidina durante los 6 meses
previos a su inclusion en el estudio.

e En el caso de ser mujer, estar embarazada o en periodo de lactancia
(Casas y cols., 2007).

Los datos demogréficos y clinicos de los pacientes que cumplieron con estos

requisitos quedaron registrados en una ficha clinica ad-hoc (Anexo 2).
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Diagnéstico de periodontitis:

Para el diagnostico de periodontitis crénica, se consideraron soélo las formas
moderadas o severas de la enfermedad. Para la periodontitis cronica moderada se
estableciocomo criterio diagndstico una profundidad al sondaje (PS) de 3-4 mmen
al menos el 30% de los sitios periodontales examinados y para la periodontitis
cronica severauna PS =5 mm. Ademas, se consideraron el sangrado al sondaje
(SS), el nivel de insercion clinica (NIC) y la presencia de placa bacteriana o calculo
dental supragingival y/o subgingival. Para el diagnéstico de periodontitis agresiva
se consideraron pacientes sanos, sin otra enfermedad distinta a la periodontitis,
con escasa 0 nula deteccibn de placa bacteriana o tartaro supragingival y/o
subgingival, progresion rapida de la pérdida de insercién periodontal y agregacion
familiar (Armitage, 2005).

Seleccioén de los sitios periodontales:

En cada sujeto seleccionado, muestras microbiolégicas de la placa bacteriana
subgingival se obtuvieron de los sitios periodontales mesio-vestibulares de 25
dientes diferentes (Chen y Slots, 1999). El orden de seleccién de los dientes fue
de superior a inferior y de derecha a izquierda en forma correlativa, esto es: 1°
molares, 2°° premolares, 2°° molares, 1°° premolares, incisivos centrales, incisivos
laterales y caninos. En caso que el paciente tuviera menos de 25 dientes, una vez
obtenidas las muestras microbioldgicas de todos los sitios mesio-vestibulares, se
seleccionaron los sitios mesio-distales de los siguientes dientes: 1*" molar superior
derecho, 1°" molar superior izquierdo, 1*" molar inferior derecho, 1° molar inferior
izquierdo, 2° premolar superior derecho, 2° premolar superior izquierdo, 2°
premolar inferior derecho, 2° premolar inferior izquierdo, 1° premolar superior
derecho, 1% premolar superior izquierdo, 1° premolar inferior derecho y 1°

premolar inferior izquierdo, hasta obtener 25 muestras microbioldgicas distintas.

Obtencidn de la muestra microbioldgica:

Los sitios periodontales seleccionados se aislaron en forma relativa con torulas de
algoddn y se secaron suavemente con aire a presion. Luego de remover la placa

bacteriana supragingival utilizando una cureta Gracey 11-12 o 13-14 estéril, un
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cono de papel de endodoncia N°30 estéril se introdujo sub-gingivalmente hasta
lograr una minima resistencia tisular. EI cono se mantuvo en posicion durante 30
segundos e inmediatamente después se depositd en un tubo eppendorf que
contenia 1mL de medio microbiolégico RTF a pH 8 (Reduced Transport Fluid, que
contiene: 200 mg/L de ditiotreitol y 0,1mg/L de resarzurina) para su transporte y
procesamiento en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile. Las muestras contaminadas con sangre o saliva fueron
descartadas y el sitio periodontal involucrado no fue considerado entre los 25
seleccionados por paciente.

Procesamiento de la muestra microbioldgica v cultivo bacteriano:

Antes de 2 horas de su obtencion, las muestras microbiolégicas se juntaron en un
pool de muestras por cada paciente y se agitaron vigorosamente. A partir de este
pool, fueron obtenidos 100 pL, diluidos log;o en amortiguador fosfato salino (PBS)
y 100 uL de la dilucion se sembraron en medio de cultivo para la identificacion de
P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans.Para la identificacion de A.
actinomycetemcomitans, las muestras microbiolégicas de la dilucién -1 fueron
sembradas en medio de cultivo agar tripticasa de soya suplementado con 75 mg/L
de bacitracina y 5 mg/L de vancomicina (TSBV, Oxoid Ltd), y se incubaron durante
3 a 7 dias en condiciones capnofilicas (8% O, y 12% CO,), utilizando un
generador de ambiente microbiano comercial (CampyGen™, Oxoid Ltd); este
cultivo tiene una deteccion limite de 20 células viables/mL (Chen y Slots, 1999).En
el caso de P. gingivalis, diluciones -2 y -3 se sembraron en medio de cultivo agar
sangre de caballo al 5% (Oxoid N°2, Oxoid Ltd, Hampshire, England),
suplementado con 5 mg/L de hemina y 1 mg/L de menadiona, y se incubaron
durante 10 a 14 dias a 37°C en condiciones anaerobias (80% N2, 10% CO, y 10%
H,), utilizando un generador de ambiente microbiano comercial (Anaerogen™,
Oxoid Ltd); este cultivo tiene una deteccion limite de 1/500-1000 colonias (0,1%-
0,2% del total viable) (Chen y Slots, 1999).
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Identificacién microbiana:

Se establecié que la muestra microbioldgica fue positiva para P. gingivalis o A.
actinomycetemcomitansde acuerdo al aspecto de las colonias microbiolégicas
formadas, usando pruebas bioquimicas especificas y mediante amplificacion de la

subunidad 16S rRNA por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans en cultivo:

Se determind que las colonias fueron concordantes con P. gingivalis cuando eran
pequefias, brillantes, convexas, con bordes nitidos y regulares y de color negro o
café oscuro. Ocho colonias de estas caracteristicas se seleccionaron y cultivaron
individualmente en placas seccionadas en 8 partes iguales para confirmar su
identificacion como P. gingivalis mediante pruebas bioguimicas. Se establecié que
la colonia fue compatible con A. actinomycetemcomitans cuando comprendia 0,5-
1,0 mm de diametro, superficie rugosa, aspecto translicido, color amarillo claro,
bordes festoneados e irregulares,fuertemente adherida al agary que mostrara una

forma de estrella en el centro (Chen y Slots, 1999;Fine y cols., 1999).

Pruebas bioquimicas:

Se realizaron las pruebas bioguimicas de la catalasa y el metanol. La prueba de la
catalasa se realiz6 en las colonias concordantes con A. actinomycetemcomitansy
se consider6 confirmatoria de deteccion del microorganismo en caso de
burbujeoen presencia de peréxido de hidrogeno, lo que demostro la actividad de la
enzima catalasa en la muestra microbiolégica. La prueba del metanolse utilizd
como diagndéstico diferencial de microorganismos pigmentados de negro. Consistio
en exponer la muestra microbiologica a luz UV de 366 nm para evaluar el tipo de
fluorescencia emitida y asi establecer la presencia del grupo HEM.
Fueconsiderada negativa cuando emitid6 fluorescencia de color azul y asise
establecio la presencia deP. gingivalis y fue positiva cuando emitio fluorescencia
rojo-anaranjado y asise establecié la presencia de Prevotella intermedia o

Prevotella nigrescens.
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En este estudio, se incluyeron y analizaron sélo los pacientes en los que se
comprobd la presencia de P. gingivalis y/o A. actinomycetemcomitans en la placa

bacteriana subgingival, mediante las pruebas anteriormente descritas.

Identificacion de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans mediante PCR:

La identificacion definitva de la presencia deP. gingivalis y A.
actinomycetemcomitansse realiz6 mediante amplificacion de la subunidad 16S
rRNA por PCR.Se realiz0 la extraccion de DNA total utilizando un kit de extraccion
estandar de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Favorgen Biotech Corp.,
Taiwan) y 100 ng de DNA se amplificaron mediante PCR convencional utilizando
partidores especificos (Tabla 1) y el reactivo GoTaq® Green Master Mix (Promega,
WI, USA). Para la identificacion de P. gingivalis se utilizé el siguiente protocolo de
amplificacion: 95°C durante 3 minutos, 35 ciclos de 95°C durante 30 segundos,
60°C durante 1 minuto y 72°C durante 3 minutos, y una incubacion final para la
inactivacion enzimatica de 72°C durante 10 minutos. Para la identificacion de A.
actinomycetemcomitans se utilizé el siguiente protocolo de amplificacién: 95°C
durante 3 minutos, 35 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 55°C durante 1 minuto
y 72°C durante 3 minutos, finalizando con una incubacion para la inactivacion
enzimatica de 72°C durante 10 minutos. La amplificacién se evalu6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,5% revelado con GelRed™ (Biotium,
Hayward, CA, USA) y se fotografio usando un fotodocumentador Gel Logic 2200
Pro (Carestream Gel Logic, Rochester, NY, USA). Como control positivo de P.
gingivalis se us6 DNA extraido de la cepaP. gingivalis ATCC®49417™ y como
control positivo deA. actinomycetemcomitans se usé DNA extraido de la cepaA.
actinomycetemcomitans ATCC® 43717™ (Tabla 1).
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Bacteria Partidor Forward Partidor Reverse
16S DNA aaacccatctctgagttcttcttc atgccaacttgacgttaaat
P. gingivalis ATCC®49417™ aggcagcttgccatactgeg actgttagcaactaccgatgt
A. actinomycetemcomitans ATCC® 43717 ™ gctgcagctcaactgtagtc ccgcttcatgtcaccatgtc
P. gingivalis K1 gcctgcetggttetctggac gccetgetggttctctggac
P. gingivalis K2 tccatcccagctatectgtt agctcctttgggtctgcac
P. gingivalis K3 ccagctgtgggtcctgaa cacagccccacaaggttc
P. gingivalis K4 agctgatccgattcctgaaa gttggcttccttcacaggac
P. gingivalis K5 caacaagatgcaggaagatcc atggtctggtgcagttgtca
P. gingivalis K6 tgggaagacctcattggtgt ggatttcgtgggattgtgat
A. actinomycetemcomitans a gcaatgatgtattgtcttcttttgga cttcagttgaatggggattgactaaaac
A. actinomycetemcomitans b cggaaatggaatgcttgce ctgaggaagcctagcaat
A. actinomycetemcomitans ¢ aatgactgctgtcggagt cgctgaaggtaatgtcag
A. actinomycetemcomitans d ttaccaggtgtctagtcgga ggctcctgacaacattggat
A. actinomycetemcomitans e cgtaagcagaagaatagtaaacgt aataacgatggcacatcagacttt
A. actinomycetemcomitans f araayttytcwtcgggaatg cctttatcaatccagacagc

Tabla 1. Partidores utilizados para la identificacion de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans y
los distintos serotipos bacterianos.

Tipificacion de P. gingivalis(K1-K6) y A. actinomycetemcomitans (a-c):

Los distintos serotipos capsulares de P. gingivalis(K1-K6) y los serotipos mas
frecuentemente detectados en humanos del LPS-O-polisacérido de A.
actinomycetemcomitans(a-c) fueron identificados mediante PCR convencional
utilizando partidores especificos (Tabla 1);100 ng de DNA fueron amplificados
utilizando el reactivo GoTaq® Green Master Mix y la amplificacién se evalué
mediante electroforesis en gel agarosa 1,5% tal como se describié previamente.
Como control positivo, se amplific6 el DNA obtenido de cepas bacterianas de P.

gingivalis y A. actinomycetemcomitans de serotipo conocido (Tabla 2).
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Cepa bacteriana

Serotipo bacteriano

P. gingivalis W83 P. gingivalis K1

P. gingivalis HG184 P. gingivalis K2

P. gingivalis A7A1-28 P. gingivalis K3

P. gingivalis ATCC®49417" P. gingivalis K4
P. gingivalis HG1690 P. gingivalis K5

P. gingivalis HG1691 P. gingivalis K6

A. actinomycetemcomitans ATCC® 43717

A. actinomycetemcomitans a

A. actinomycetemcomitans ATCC® 43718™

A. actinomycetemcomitans b

A. actinomycetemcomitans ATCC® 43719"

A. actinomycetemcomitans ¢

Tabla 2. Cepas de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans utilizadas como control positivo de los

distintos serotipos bacterianos.

Anéalisis de los datos:

El nimero de pacientes positivos para P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans

se expresdcomo porcentaje de pacientes por los totales analizados. La tipificacion

de cada microorganismo se expresé en porcentaje. Los datos se analizaron

estadisticamente utilizando el software SPSS v15.0 (Lead Technologies Inc.,

Charlotte, NC, USA), se compararon utilizando la prueba Chi-cuadrado y se

consideraron estadisticamente significativos cuando p-value<0,05.
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RESULTADOS

Caracteristicas de los sujetos:

De los pacientes que acudieron a la clinica de periodoncia de pregrado y postitulo
de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, s6lo 25 cumplieron los
criterios de inclusion y exclusion establecidos previamente y formaron parte del
estudio (14 mujeres y 11 hombres). De éstos, 3 hombres y 7 mujeres fueron
diagnosticados con periodontitis agresiva y el resto se diagnostic6 con
periodontitis cronica moderada o severa (8 hombres y 7 mujeres) (Tabla 3).

Hombres Mujeres Total

Periodontitis Agresiva 12% (3 sujetos) 28% (7 sujetos) 40% (10 sujetos)
Periodontitis Cronica ) ) ]

32% (8 sujetos) 28% (7 sujetos) 60% (15 sujetos)
(Moderada o severa)
Total Individuos
participantes del 44% (11 sujetos) 56% (14 sujetos) 100%(25 sujetos)
estudio

Tabla 3. Porcentaje de hombres y mujeres diagnosticados con periodontitis crénica (moderada o
severa) y agresiva, respecto del total de pacientes.

Cultivo de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans:

Se cultivé una placa por paciente para cada microorganismo, identificando cada
placa con un numero (P). El cultivo de A. actinomycetemcomitans (Imagen2A vy
2B) mostrdé una alta selectividad para esta especie microbiana. El cultivo deP.
gingivalis (Imagen2C y 2D) mostré un crecimiento bacteriano heterogéneo,
observandose colonias pigmentadas de negro, colonias blanquecinas y colonias
con caracteristicas compartidas entre las dos anteriores. De este cultivo, se
seleccionaron 8 colonias que concordaban con el aspecto descrito para P.
gingivalis (Imagen 3) para cultivarlas en placas segmentadas en 8 y proceder a las

siguientes pruebas diagnésticas.
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Imagen 2. Cultivos de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans. A y B
corresponden al cultivo de A. actinomycetemcomitans, siendo B una ampliacion
microscopica de las colonias observadas en A. C y D corresponden al cultivo de P.
gingivalis, siendo D una ampliacion microscépica y purificacion de las colonias
observadas en C.

Imagen3. Cultivo de P. gingivalis en placa segmentada
en 8 para purificar las colonias pigmentadas de negro
compatibles con P. gingivalis, obtenidas en etapa
previa.

28
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Pruebas bioquimicas:

Para A. actinomycetemcomitans, 4 pacientes arrojaron resultado positivo en la
prueba de la catalasa (16%) (Imagen 4) y para P. gingivalis 10 pacientes fueron

negativos en la prueba del metanol (40%) (Imagen 5).

*,{& )

Imagen 4. Prueba bioquimica de la catalasa. Se observa el burbujeo
de la muestra al afiadirle peréxido de hidrogeno, resultando positiva
para la deteccion de A. actinomycetemcomitans.

Imagen5. Prueba bioquimica del metanol. Se observa una
fluorescencia de color azul, por lo tanto, es negativa para metanol y,
asi, es positiva para P. gingivalis.



30

Identificacion deA. actinomycetemcomitans yP. gingivalismediante amplificacion
de la subunidad 16S rRNA por PCR:

La Imagen6 muestra la identificacion deA. actinomycetemcomitans. Los carriles 2
a 5 muestran el andlisis de los 4 pacientes positivos para A.
actinomycetemcomitans. Para cada paciente, las muestras analizadas
corresponden a lesiones periodontales mesio-vestibulares dell® molar superior

derecho.

Carril 1 2 3 4 5 6
Pcte. | Control (+) | P1 P2 P3 P4 | Control (-)
ATCC®
43717

Imagen6. Identificacion de A. actinomycetemcomitans mediante amplificaciénde la subunidad 16S
RNA por PCR. 4 pacientes afectados de periodontitis agresiva fueron positivos para A.
actinomycetemcomitans. Carril 1. Cepa de A. actinomycetemcomitans ATCC® 43717™, utilizada
como control positivo de amplificacion. Carriles 2-5: Muestras microbiolégicas analizadas. Carril 6:
Agua, como control negativo de amplificacién.

La Imagen 7 muestra la identificacion de P. gingivalis. Los carriles 3-16 son las
muestras microbiolégicas de los pacientes analizados en este estudio. De ellas,
los carriles 3 y 4 contienen 2 muestras obtenidas del mismo paciente (P16), al
igual que los carriles 6 y 16 (P18) y 7 y 13 (P7). El carril 8, correspondiente al
paciente 6, fue negativo para P. gingivalis. En el carril 9, correspondiente a la
muestra del paciente 21, se observa el DNA disgregado, motivo por el cual no

seincluyo en el analisis final de tipificacion.
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0 11 12 12 14 18 18 17
e .- -

Carril | 4 2 3 4 5 6 T |8 9 10 |11 |12 |13 |14 |15 |16 | 17
Pete. | standar | Centrel (+] | p16 | P16 | P14 [ P18 | P7 | P6* | P21 [ P19 | P17 | P2 [P7 | P3 | PS | P18 | Contrl
ATCCA3417 (2) (1) )

Imagen?. Identificacion de P. gingivalis mediante amplificacionde la subunidad 16S rRNA por PCR.
De las 14 muestras analizadas, 13 fueron positivos para P. gingivalis. Carril 1: Control de peso
molecular. Carril 2: Cepa de P. gingivalis ATCC®49417™, utilizada como control positivo de
amplificacién.Carriles 3-16: Muestras microbiolégicas analizadas. Carril 17: Agua, como control
negativo de amplificacion.

La Tabla 4 resume la frecuencia de pacientes positivos tanto para A.
actinomycetemcomitans como para P. gingivalis con respecto al total de pacientes
estudiados. Hubo un porcentaje importante de sujetos (44%) en los que no fue
identificado A. actinomycetemcomitans niP. gingivalis. La Tabla 5 resume la
frecuencia de deteccion de sujetos segun el tipo de bacteria identificada y segun

enfermedad diagnosticada.

Hombres Mujeres Total
A. actinomycetemcomitans 8 % (2 sujetos) 8% (2 sujetos) 16% (4 sujetos)*
P. gingivalis 16% (4 sujetos) 24% (6 sujetos) 40% (10 sujetos)*
Bacterias no Identificadas 20% (5 sujetos) 24% (6 sujetos) 44% (11 sujetos)
44% (11 sujetos) 56% (14 sujetos) 100% (25 sujetos)

Tabla 4. Deteccién de A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis en pacientes con periodontitis (n=25).
*p=0,25, mediante prueba de Chi-cuadrado.
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Patron de Distribucion Bacteriano (n=25).

B A. actinomycetemcomitans
mP. gingivalis

M Bacterias no Identificadas

Grafico 5. Patrén de distribucién bacteriano obtenido en este estudio. Es importante destacar el alto
porcentaje de bacterias no identificadas que no fueron parte de los resultados de identificacion y
tipificacion de A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis.

P. Agresiva P. Cronica Total
A. actinomycetemcomitans 40% (4 sujetos) / 4 sujetos
P. gingivalis 40% (4 sujetos) 40% (6 sujetos) 10 sujetos
Bacterias no Identificadas 20% (2 sujetos) 60% (9 sujetos) 11 sujetos
100% (10 sujetos) 100% (15 sujetos) 25 sujetos

Tabla 5. Deteccién de A. actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis agresiva (n=10) y P.
gingivalis en pacientes con periodontitis crénica (n=15) o periodontitis agresiva (n=10).

Tipificacion de A. actinomycetemcomitans(a-c) por PCR:

Lasimagenes 8A-D corresponden a la tipificacién de los distintos serotipos (a-c) de
A. actinomycetemcomitans para los 4 pacientes positivos para éste
microorganismo. El carril 1 corresponde a muestras de 1°' molar superior derecho,
el carril 2 a muestras de 1°" molar superior izquierdo,el carril 3 a muestras de 1°'
molar inferior derecho y elcarril 4 a muestras de 1*'molar inferior izquierdo de cada

paciente. H,O fue utilizado como control negativo.
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Imagen 8A. Tipificacion de los distintos serotipos (a-c) de A. actinomycetemcomitans
detectados en las superficies mesiovestibulares de los 1°° molares del paciente 1 (P1). Los
4 sitios periodontales examinados fueron positivos para el serotipo b.

H20 a b C 16S

Imagen8B. Tipificacion de los distintos serotipos (a-c) de A. actinomycetemcomitans
detectados en las superficies mesio-vestibulares de los 1°° molares del paciente 2 (P2). Los
4 sitios periodontales examinados fueron positivos para el serotipo b.

\ J \ J \ J \ J\ J
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Imagen 8C. Tipificacion de los distintos serotipos (a-c) de A. actinomycetemcomitans
detectados en las superficies mesio-vestibulares de los 1°° molares del paciente 3 (P3). El
serotipo b fue detectado en la lesion periodontal mesio-vestibular del 1° molar inferior

derecho.



H20 a b C 16S

Imagen8D. Tipificacion de los distintos serotipos (a-c) de A. actinomycetemcomitans
detectados en las superficies mesio-vestibulares de los 1°° molares del paciente 4 (P4). Los
4 sitios periodontales examinados fueron positivos para el serotipo c.

De los pacientes positivos para A. actinomycetemcomitans, 3 (75%) sujetos fueron
positivos para el serotipo b, indistintamente si era en una lesion periodontal
examinada (P3) o en 4 lesiones periodontales (P1 y P2). Sélo 1 paciente (25%)
(P4) fue positivo para el serotipo ¢ en los 4 sitios periodontales examinados
(Tabla 6).

SEROTIPOS DE AGGREGATIBACTER ACTINOMYCETEMCOMITANS
a b c
Paciente 1 / + /
Paciente 2 / + /
Paciente 3 / + /
Paciente 4 / / +
Total 0 3* 1*

Tabla 6. Frecuencia de deteccion de los distintos serotipos (a-c) de A. actinomycetemcomitansen
los pacientesA. actinomycetemcomitans positivos.*p=0,01, mediante prueba Chi-cuadrado.
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Tipificacion de P. gingivalis(K1-K6) por PCR:

Lalmagen9muestrauna tipificacion representativa del paciente 2 (P2) del serotipo

de P. gingivalisdetectado. En elpaciente 2 se detecta el serotipo K3.

P2

Kl K2 K3 K4 K5K6

Imagen 9. Imagen representativa en el
paciente 2 (P2) de la tipificacion de los
distintos serotipos de P. gingivalis (K1-K6). El
paciente fue positivo para el serotipo K3.

Los serotipos de P. gingivalismas frecuentemente detectados fueron el K3, en 6
sujetos (60%), el K2 y K5 en 5 sujetos (50%) y el K6 en 3 pacientes (30%). El
serotipo K4 fue detectado sélo en 1 paciente (10%), mientras que el serotipo K1
no fue detectado. Un paciente no pudo ser tipificado (10%). Por otro lado,
lpaciente (10%) fue positivo para un serotipo, 5 sujetos (50%) para 2 serotipos 'y 3
pacientes para 3 serotipos (30%). El detalle de tipificacion por paciente se observa

enlaTabla?.
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Tipo de
Enfermedad K1 K2 K3 K4 K5 K6
Paciente 2 Periodontitis / / + / / /
Paciente 3 Agresiva / + + / / /
Paciente 17 / + / / + +
Paciente 5 Periodontitis / + + / / /
Paciente 7 Crénica / + + / + /
Paciente 14 / + + / / /
Paciente 16 / / / / + +
Paciente 18 / / / + + /
Paciente 19 / / + / + +
Total 0 5* 6* 1 5* 3

Tabla 7. Frecuencia de deteccién de los distintos serotipos (K1-K6) de P. gingivalis en los
pacientes P. gingivalis positivos.*p=0,08, mediante prueba Chi-cuadrado.
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DISCUSION

El proposito de este estudio fue tipificar cuales de los serotipos de A.
actinomycetemcomitans y/o P. gingivalisson los mas frecuentemente detectados
en pacientes afectados de periodontitis, tanto cronica como agresiva, que

presentaron estos microorganismos en su biofilm subgingival.

Es relevante precisar la baja prevalencia de la periodontitis agresiva en la
poblacion mundial. En la investigacién de prevalencia de periodonto-patdgenos de
Gajardo y cols., se evaluaron 30 pacientes con periodontitis agresiva localizada y
6 con periodontitis agresiva generalizada; dentro del primer grupo A.
actinomycetemcomitansfue aislado en 5 sujetos (16,6%) y dentro del segundo
grupo en 2 sujetos (33,3%) (Gajardo y cols., 2005). A pesar de no ser un estudio
de prevalencia, en la presente investigacion se aisl6A. actinomycetemcomitans en
un 40% de los sujetos con periodontitis agresiva (n=10), pero en un 16% del total
de pacientes (n=25); con estos antecedentes se podria elucubrar una cierta
dificultad para obtener muestras de pacientes con periodontitis agresiva que,
simultdneamente, posean A. actinomycetemcomitansen su biofilm subgingival. En
el mismo trabajo de Gajardo y cols., en pacientes con periodontitis cronicaA.
actinomycetemcomitansfue aislado en 6 de 17 sujetos (35,3%) (Gajardo y cols.,
2005),a diferencia del resultado del presente trabajo, donde no se aislOA.

actinomycetemcomitansen muestras de pacientes con periodontitis crénica.

En el mismo estudio de Gajardo y cols., P. gingivalisfue aislado en el 76,5% de los
pacientes con periodontitis cronica, en el 86,6% de los pacientes con periodontitis
agresiva localizada y en el 100% de los pacientes con periodontitis agresiva
generalizada (Gajardo y cols., 2005). En el presente trabajo P. gingivalis fue
aislado en un 40% de los pacientes con periodontitis agresiva (n=10), en un 40%
de los pacientes con periodontitis crénica (n=15) y en un 40% del total de
pacientes (n=25). Con estos antecedentes es valido concluirquela presencia de P.
gingivalis es mayor que la deA. actinomycetemcomitansen sujetos afectados de

periodontitis.
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Una posible explicacion a la evidencia anterior es el reciente descubrimiento de
una relacion inversa entre los niveles de A. actinomycetemcomitansy P. gingivalis,
lo cual fue corroborado con un estudio que estipula una correlacién negativa entre
las proporciones de A. actinomycetemcomitansy las bacterias del complejo rojo (T.
forsythensis, P. gingivalisyT. denticola) en sujetos con periodontitis (Faveri y cols.,
2009). Lo anterior esta en concordancia con lo encontrado en la literatura, donde
se ha establecido que A. actinomycetemcomitans esta presente en <1% del total
de bacterias subgingivales cultivables, en contraste con P. gingivalis que
frecuentemente compromete >1%-10% del total de bacterias cultivables
(Asikainen y Chen, 1999).Para explicar esto, se ha sugerido que A.
actinomycetemcomitanspodria estar involucrada con el inicio de la enfermedad y
se encuentra en altos niveles en sacos periodontales de baja y mediana
profundidad debido a su necesidad de capnofilia; mientras los patdgenos del
complejo rojo, como P. gingivalis, se asocian con la progresion de la periodontitis y
se encuentran en sacos periodontales mas profundos, debido a su necesidad de

anaerobiosis estricta (Faveri y cols., 2009).

Los resultados de este trabajo establecenla frecuencia de deteccién de A.
actinomycetemcomitans en un 16% de los sujetos participantes (n=25).En
Alemania y Corea, de 194 sujetos, 45 (23,2%) demostraron presencia de A.
actinomycetemcomitans(24 alemanes y 21 coreanos) (Kim y cols., 2009); mientras
en Estados Unidos, la prevalencia de A. actinomycetemcomitansfue de 27,45%
(14 de 51 pacientes). En Grecia, investigaciones demostraron que A.
actinomycetemcomitansesta presente en 40 de 228 sujetos estudiados (17,54%)
(Sakellari y cols., 2011); mientras que finalmente en Brasil, de 486 pacientes, 85
(17,5%) fueron positivos para A. actinomycetemcomitans(Goncalves y cols.,
2010). Estos antecedentes permiten elucubrar que las diferencias entre los
resultados obtenidos en este estudio y los de Alemania, Corea y Estados Unidos,
podrian atribuirse a las diferencias étnicas y geogréficas, aunque esto no seria
valido para el caso de Grecia y Brasil, ya que los porcentajes de deteccién son

muy similares a los obtenidos en la presente investigacion.
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Prevalencia de A. actinomycetemcomitans en
% Pacientes pacientes con periodontitis.

100

80
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* 21,43 24,52

20 17,54 17,49

. u o B e

Corea (n=98) Alemania (n=96) Grecia (n=151) Brasil (n=486)  Chile (n=53) Chile (n=25)
(Gajardoy cols., (Meléndezy
2005) cols., 2013)

Grafico 6.Prevalencia de A. actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis en distintas
poblaciones y su frecuencia de deteccidon en esta investigacion. El porcentaje calculado se obtuvo
del total de pacientes en estudio.

Con respecto a la frecuencia de deteccion de P. gingivalis, la presente
investigacion demostrosu presencia en un 40% de los pacientes participantes
(n=25),resultados que difieren con los encontrados en la literatura. En Indonesia,
106 de 158 sujetos (67%) dieron positivo paraP. gingivalis(van Winkelhoff y cols.,
1999), mientras que el estudio multicéntrico de Chile, Colombia y Espafia se
demostré que P. gingivalisfue aislado en mas del 65% del total de sujetos (37 en
Chile, 41 en Colombia y 36 en Espafia) (Herrera y cols., 2008). Las posibles
razones que explicarian esta diferencia de resultados, como se dijo anteriormente,
serian las diferencias geograficas y étnicas, ademas de la estrategia de toma de
muestra y la cantidad de pacientes analizados (158 en Indonesia, 114 en el
estudio multicéntrico y 25 en esta investigacion); pero principalmente se podria
deber a la contaminacion de la placa de cultivo de P. gingivalis que impidié aislar
las colonias para su identificacion mediante PCR, engrosando el porcentaje de
bacterias no identificadas (44%) que podrian haber resultado ser P. gingivalis

positivas.
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Prevalencia de P. gingivalis en pacientes con
% Pacientes periodontitis.
100 84,9
80 67,08
60
45,41 40
40 ——
20 —
0
Paises Bajos (n=185) Indonesia (n=158) Chile (n=53) (Gajardo y Chile (n=25) (Meléndez y
cols., 2005) cols., 2013)

Graéfico 7. Prevalencia de P. gingivalis en pacientes con periodontitis de distintas poblaciones y su
frecuencia de deteccién en esta investigacion. El porcentaje calculado se obtuvo del total de
pacientes en estudio

Con respecto a la tipificacion de A. actinomycetemcomitans, se han estudiado los
patrones de distribucién de sus serotipos en numerosos estudios.Estos han
concluido que los serotipos no se distribuyen de manera uniforme, si no que se
ven influenciados por razones similares a las anteriormente expuestas, como
variaciones geograficas yentre sujetos de la misma etnia, incluso se ha
demostrado que el patron de distribucion de los serotipos dentro de la misma
poblacion puede cambiar en el tiempo, como se demostrd en el estudio de van der
Reijden donde se evalu6 a sujetos con periodontitis en Indonesia desde 1994 a
2002 (van der Reijden y cols., 2008).Aun cuando no existe una distribucion
uniforme, se ha demostrado que los serotipos a, b y ¢ son los mas prevalentes en
la cavidad oral de seres humanos, donde en conjunto superan el 70% o mas de
todos los aislados clinicos de A. actinomycetemcomitans (Saarela y cols., 1992;
Fine y cols., 2007).
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Esta investigaciondemuestra que, de los 4 pacientes positivos para A.
actinomycetemcomitans, 3 poseian el serotipo b (75%) y 1 el serotipo ¢ (25%).
Con respecto a la prevalencia del serotipo b, la evidencia describe porcentajes
elevados, desde un 70% en el trabajo de loannou (loannou y cols., 2009) hasta un
87,5% en el estudio de Xajigeorgiou (Xajigeorgiou y cols., 2006). En Filadelfia,
Estados Unidos, el 42,6% de los participantes dio serotipo b y el 29,5% serotipo ¢
(Yang y cols., 2004). Por otro lado en Grecia (Sakellari y cols., 2011) y Brasil
(Gongalves y cols., 2010), los resultados fueron mayores para el serotipo ¢ con un
37,5% y un 47,05%, respectivamente, mientras el serotipo b solo fue aislado en un

10% y 7,05%, respectivamente.

Prevalencia de Serotipos de A.
actinomycetemcomitans en pacientes
% Pacientes afectados de periodontitis.
100
80 75
61,9
60 52,9 H Serotipo a
H Serotipo b
40 333 318 .
" 1o 208 25' ‘ 25‘ u Serot!po c
2 5.2 456 105 9,41 H Serotipo d
0 0
COREA ALEMANIA GRECIA BRASIL CHILE

Grafico 8. Prevalencia de los serotipos de A. actinomycetemcomitans en pacientes afectados de
periodontitis en distintas poblaciones y sus frecuencias de deteccidn en esta investigacion. El
porcentaje calculado se obtuvo considerando como el 100% los pacientes positivos para A.
actinomycetemcomitans, estipulados en el Gréfico 6.

Investigaciones  recienteshandemostrado  queel serotipo b de A
actinomycetemcomitans es capaz de estimular células dendriticas,las que
experimentan un aumento en la produccion de citoquinas (Diaz-Zufiga y cols.,
2013),mientras que en los linfocitos T se evidencia un incremento en la expresion
de los factores de transcripcion T-bet y RORC2,lascitoquinas asociadas a Thl y
Th17 yel factor asociado a la reabsorcion del hueso alveolar RANKL (Vernal y
cols., 2013).Con laevidencia anterior es plausible pensar que la severidad de los

pacientes con periodontitis, manifestada con una rapida destruccion del periodonto
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de insercion yevaluados en este estudio, se explicaria en parte por la presencia de
A. actinomycetemcomitansserotipo b, el que fue detectado en un 75% de ellos.

Con respecto a la tipificacion de P. gingivalis, los resultados de éste estudio
establecen que los serotipos mas frecuentemente detectados fueron el K3, en un
60%, el K2 y K5 en un 50% y el K6 en un 30%. El serotipo K4 fue detectado en un
10%, mientras que el serotipo K1 no fue detectado. Esto Ultimo esta en
concordancia con un estudio en Indonesia, donde el serotipo K1 tampoco fue
detectado; sin embargo, los serotipos mas prevalentes fueron el K5 (25%) y el K6
(8%)(van Winkelhoff y cols., 1999). Resultados obtenidos en los Paises Bajos
arrojaron que el serotipo mas prevalente fue el K6 (23,2%),mientras que los
serotipos K5, K3 y K1 se distribuyeron en un 12%, 1,1% y 3,7%, respectivamente.
El serotipo K6 fue encontrado en similares porcentajes en Suecia (23%), donde el
serotipo K1 alcanzo el 5% y el K3 resulté indetectable. La disparidad de resultados
encontrados podria ser explicada debido a que los serotipos de P.
gingivalisvariarian entre individuos europeos, asiaticos y latinoamericanos,

teniendo capsulas con composiciones de polisacaridos distintas.

Prevalencia de Serotipos de P. gingivalis
% pacientes €N pacientes con periodontitis.
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Gréfico 9.Prevalencia de los serotipos de P. gingivalis en pacientes afectados de periodontitis en
distintas poblaciones y sus frecuencias de deteccidn en esta investigacion. El porcentaje calculado
se obtuvo considerando como el 100% los pacientes positivos para P. gingivalis, estipulados en el
Gréfico 7. Es relevante destacar que los altos porcentajes obtenidos en estudio se deben a que se
aisl6 mas de un serotipo por paciente.
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Cabe destacar que este estudio demostro la presencia de mas de un serotipo por
paciente, lo que nos lleva a concluir que es posible la colonizacion de variados
serotipos de P. gingivalis en el mismo sujeto, pero no se puede establecer con
seguridad de que area muestreada provienen, puesto que se realiz6 un pool de
muestras por paciente. Lo anterior no se cumple para A. actinomycetemcomitans,
puesto que es una bacteria sitio-especifica, desplazando a sus pares de su
entorno e impidiendo aislar mas de un serotipo por paciente. Es por esto que no

se realiz6 un pool de muestras por sujetoy se analizé cada sitio por separado.

Los serotipos K1 y K2 son capaces de inducir una mayor respuesta en las células
dendriticas humanas(Vernal y cols., 2008; Vernal y cols., 2009) y en linfocitos T
una expresion elevada de T-bet y RORC2, un aumento en la secrecion y
produccion de citoquinas Thl y Thl7 y del factor RANKL(Vernal y cols.,
2013).Considerando lo anterior y los resultados obtenidos en este trabajo,con un
predominio de los serotipos K3, K2 y K5, se concluye que no necesariamente los
pacientes con periodontitis tienen el serotipo mas virulento (K1), si no que pueden
poseer otros serotipos capaces de generar inmunogenicidad pero a una menor
escala (K3 y K5 en éste trabajo)conun patron de destruccibn menos agresivo,

determinando la cronicidad caracteristica de la enfermedad.

Las diferencias entre los resultadosde la literatura recién presentados y los
obtenidos en este estudio piloto en Chile, en relacién a frecuencia de deteccion de
serotipos bacterianos, se podria explicar por diferencias geogréficas y de etnia,
uso de una distinta metodologia de obtencién de muestras microbiologicas a las
utilizadas en otros estudios y métodos de procesamiento de las mismas, muestra
pequefia, poco representativa de participantes, y muestreo por conveniencia
(éstas ultimas debido al tiempo disponible para el estudio).Lo anterior podria
implicar una limitacién y un impedimento para extrapolar los resultados obtenidos
a otras poblaciones e incluso dentro de la misma poblacion chilena.Es por esto
gue se propone realizar nuevos estudios sobre el tema y asi ampliar la evidencia

obtenida en esta investigacion.

Sin embargo, éste estudio es el primero en el pais que intenta dilucidar qué

serotipos de A. actinomycetemcomitans y P. gingivalisson los mas prevalentes,
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puesto que existen pocos estudios microbiolégicos y, sobre todo, de prevalencia
de periodonto-patdgenos en Chile. En efecto, casi toda la evidencia disponible se
basa en la de otros paises, algunos lejanos y poco similes con la poblacion
chilena. Es por esto que resulta relevante éste estudio, ya que al ser conocida la
etiopatogenia de la enfermedad y, ademés, determinados los serotipos mas
prevalentes,podremos enfocar de manera mas dirigida los tratamientos. Lo ultimo
se podria aplicar, considerando que el serotipo b de A. actinomycetemcomitans es
mas frecuente y mas virulento,en los pacientes con periodontitis agresiva, los que
tendrian enfermedades mas severas y, por ende,sus tratamientosdeberian ser
mas dirigidosy enfocados hacia terapias periodontales de soporte mas frecuentes
en el tiempo, poniéndose especial énfasis en la prevencion y control de factores
agravantes, tales como: tabaquismo, mala higiene oral, enfermedades generales,

entre otros.

Es por esto ultimo que, a pesar que los tratamientos convencionales son en la
mayoria de los casos efectivos, se realiza una constante investigacion para
mejorar las terapias periodontales mediante tratamientos complementarios.
Recientemente, ha habido un interés creciente en dilucidar el impacto que tendria
el uso de probiodticos en la salud oral y en el control de las enfermedades
periodontales,donde uno de los mecanismos de accibn mas importantes es actuar
como vehiculo para el reemplazo de bacterias patdgenas por microorganismos
beneficiosos (Caglar y cols., 2005). Esto se podria realizar mediantedos formas, la
primera: usando la misma especie bacteriana pero con unserotipo menos
inmunogénico, y la segunda:usando una forma mutada del serotipo mas
inmunogénico. Se plantea que esto Ultimo se podria realizar intercambiando
bacterias virulentas por aquellas con serotipos protectores o presentes en
pacientes sanos, mediante la ingesta de probidticos que los contengan, siendo
estos capaces de colonizar los nichos ecolégicos ocupados por la version virulenta
de la bacteria, comenzando a formar parte del biofilm subgingival e impidiendo la

recolonizacién del periodonto-patégeno que lo precedié.

A pesar de lo prometedor de esta nueva evidencia, alun no se logra este

intercambio in vivo mediante probioticos, puesto que el nivel de organizacion del
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biofilm oral es tal que no ha permitido la penetracion de otros microorganismos
beneficiosos que ocupen el mismo nicho ecologico de la bacteria virulenta. Sin
embargo, los resultados de este trabajo de investigacion, y nuevas investigaciones
en un futuro cercano, podrian contribuir a establecer nuevas formas de tratamiento
mas especificas en relacion al componente microbiolégico de la periodontitis,

estableciendo nuevos parametros de riesgo periodontal.
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CONCLUSIONES

1. Se identificoO la presencia de Porphyromonas gingivalisen el 40% y de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans en el 16% del total de pacientes

afectados de periodontitis (n=25).

2. Se identific6 Porphyromonas gingivalis en el 40% de los pacientes con
periodontitis crénica (n=15) y en el 40% de los pacientes con periodontitis
agresiva (n=10). Aggregatibacter actinomycetemcomitansfue identificado en

el 40% de los pacientes con periodontitis agresiva (n=10).

3. En el caso de periodontitis cronica y periodontitis agresiva, el serotipo de
Porphyromonas gingivalismas frecuentemente detectado fue el K3, K2 y K5.

4. En el caso de periodontitis agresiva, el serotipo de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans mas frecuentemente detectado fue el b.
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informadao visado por nuestro comite,
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Titulo del provecto:

Impacto de ia variabilidad bacteriana patogena periodontal en Is respuesta inmune en  humanos.
Asociacion de serotipos bacterianos especificos con fa salud o enfermedad periodontal,

3 - . -
"

El propésito del presente estudio es entender ls respuesta defensiva que se desarrolia en las
personas durante la infeccion de la encia y los dientes {gingivitis y periodontitis). En particular,
analizar ciertas moléculas llamadas citoquinas que se producen en las células defensivas cuando
se estimulan con 2 bacterias que causan la enfermedad: Aggregatibocter actinomyveetemeomitans
y Paplyromonas gingivali,

Personas estudiadas:

Se scleccionarin 30 pacientes enfermos de periodontitis agresiva, 30 pacientes enfermos
de periodontitis cronica y 30 personas con las encias sanas. Todas las personas serén mayores de
30 afios de edad y senkn invitados s participar voluntariamente de! estudio.

La persona nvitada a participar del estudio tiene ef derecho de rechazar ls incorporacion.
retirar sus datos 0 abandonar ¢l estudio en cualquier momento, sin que ello afecte. modifique o
implique suspension de su tratamiento dental,

Las personas que participen en e estudio NO recibirdn retribucidn econdmica o material.

£ tini e

A las personas que participen del estudio se les realizard un examen dental completo v, si
mgresan al estudio, s le tomard de una muestra de |0 mililitros de sangre venosa, que se obtendp
mediante puncion en una vena del antebrazo utilizando los procedimientos estindar

jeringa).
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Las muestras de sangre se utilizardn para aislar células. las que en los experimentos se
estimularin con las bacterias en estudio para analizar las citoquinas que producen. Cualquier resto
sobranto de sangre sera destruido.

En las muestras de sangre NO se realizaran estudios genéticos.

Ei procedimiento de toma de muestra de sangre es inocuo y estindar, Adn asi, en algunos
casos puede ocwrrir una leve molestia dorante la puncidn con la aguin. desvanecimiento o la
aparicion de un hematoma o moretdn en la zona de puncidn pasado algunos minutos. Todas estas
complicaciones no implicarin riesgo. dafo ni detrimento alguno en la salud o en la imegridad
fisica y/o siquica de las personas participantes,

Después de reslizado el examen demal v tomada la muestra de sangre. si ¢ necesario. al
paciente se le realizard ef iratamiento dental indicado en un plazo 0o superior 2 2 semanas de
realizado ol diagndstico. Una vez tomada s mucsira de sangre. ¢l paciente terminari su
participacion cn ¢f estudio,

Benefici I e

Los pacientes NO recibirdn bencficios directos por participar en el estudio.

El estudio contribuird a ampliar el conocimiento sobre las defensas de las personas cuando
existen infecciones de las encias ¥ los dientes (gingivitis ¥ periodontitis), Esto implica beneficios
para ¢l investigador y eventualmenie para la odontologia clinica

Aunque los resaltados del estudio ao implicanin un cambio en el tratamiento dental que
pacientes podrin recibir, los participantes pueden solicitar. si lo desean. informacion/BT0s
resultados del anilisis individusl y de todo el estudio.
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Confidoncialidad de los datos:
Todos los datos del paciente serin reservados v sélo se rewistrarin el la ficha clinica del
paciente, manteniendo la confidencialidad tal como lo establece la normativa vigente.

R bl de! P it

El responsable del Proyecto de Investigacion es el Profesor Dr. Rolando Vernal Astudillo,
Quien trabaja en el Depanamento de Odontologia Conservadors, Facultad de Odontologia.
Universidad de Chile y que para tal efecto se domicilia oo la calle Sergio Livingstone 943,
Independencia. Santiago.

Los pacientes pueden contactar al investigador cuando lo deseen para planicar cualquier
duda que deseen aclarar,

umnu -m mmim -

La institucion patrocinante del Responsable del Proyecto de Investigacidn es Ia Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile.

omité Exico Cientifico

Esie proyecto ha sido aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile. Este Comité es presidido por el Prof. Dr. Juan Cortés Arayva. quien se
domicilia en la calle Sergio Livingstone 943, Independencia, Santiago.

Estc Comité es independiente de los investigadares v no tiene conflictos de interés con la
industria farmacéutica. cosmética v/o alimentaria

El paciente que acepie participer en el presente estudio puede solicitar una copia del
cenificado de mprobacidn del Proyecto emitido por ¢l Comité.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
Declaracion del pacients:
Hcmwmuolucxplmmmxmmm.mmlmamjccwb} sencitlo, y ¢l

inm%mhmiﬁomlimmwmmymmm
resolviéndome todas las dudas que Ie he plantesdo.

Hampundidoqmeamlqutamomtoysinmiduddedumumiénﬂm
puedo revocar el consentimiento que presto ahora y abandonar la investigacion.

Acepto voluntariamente tomar parte ea ¢ estudio

identificacion def Paciente:
“ Nombre: Nombre: Rolando Vernal Astudille
Rut: Rut: 11,635.874.-3
Fono: Fonoy: +56-3.978181%
Firma

Firma




2.- Fichaclinica:
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F.de
Nombre Nacimiento
Rut Edad
Genero
| Enf. Sistémicas: | Diabetes Enf. Cardiovasculares Enf. Endocrinas Otra éCual?

| Diagnostico periodontal

Periodontitis Cronica

Periodontitis Agresiva

Localizada Moderada Localizada
Generalizada Severa Generalizada
| Ultima visita al dentista | > 6 meses < 6 meses

¢Qué le hicieron?

| Tratamiento periodontal previo ‘ Si No

| Uso de colutorio CHX u otro | Si No

| Consumo de antibidticos | > 6 meses < 6 meses
Necesidad para tratamiento periodontal Si No
éPor qué?
| Embarazo ‘ Si No
| Lactancia ‘ Si No
| Tabaquismo | Si No
1-9 diarios
> 10 diarios
| Presencia Aa en muestra ‘ Si No

| Presencia Pg en muestra ‘ Si No




