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RESUMEN

Objetivo. Determinar el estado gingival y la presencia de bacterias del complejo rojo en

muestras de saliva de nifios de 12 afios de la Escuela Carmen Lyra.

Metodologia. Una periodoncista calibrada evalu6 en 62 estudiantes de 12 afios de la Escuela
Carmen Lyra, el indice de biofilme (IB) (Silness y Loe, 1964), la presencia de calculo y el
indice gingival (IG) (Silness y Lo6e, 1967). Se recolectaron muestras de saliva de cada
estudiante. EI ADN de cada muestra fue extraido y amplificado utilizando la prueba PCR,

empleando primers especificos, para asi determinar la presencia de bacterias del complejo rojo.

Resultados: El IB fue de 1.18. El calculo estuvo presente en el 40.40% de la muestra, se
encontrd 19.4% de calculo en supragingival y 21% tanto en supragingival como en subgingival.
El IG fue de 0.97, que segun Silness y LOe corresponde a una gingivitis leve. La gingivitis
estuvo presente en el 96.8% de los nifios examinados. Con respecto a las pruebas PCR, 18 de
las muestras (31.58%) no presentaron ninguna de las bacterias analizadas y los 39 restantes
(68.42%) resultaron positivas, con la presencia de al menos una de las bacterias del complejo

rojo.

Conclusién. Entre las limitaciones de este estudio, se concluye que la prevalencia de gingivitis
y célculo es alta en la poblacion examinada y el estado gingival observado puede estar

relacionado con la presencia de bacterias del complejo rojo.

Palabras clave: complejo rojo, ADN, PCR, indice de biofilme, indice gingival, célculo,

gingivitis, salud gingival
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ABSTRACT

Objective: Determine the gingival state and presence of red complex bacteria present in saliva

samples of 12-year-old children from Carmen Lyra School.

Methods: A calibrated periodontist evaluated in 62 (12-year-old) students from Carmen Lyra
School the Biofilm Index (IB) (Silness and Lde, 1964), the presence of calculus and the
Gingival Index (GI) (Silness and L6e, 1967). Saliva samples were collected from each student.
DNA of each sample was extracted and amplified, using PCR test, using specific primers, to

determine the presence of red complex bacteria.

Results: The Bl was 1.18. The calculus was present in 40.40% of the sample, 19.4% of
supragingival calculus was found, and 21% both supragingival and subgingival calculus. The
Gl was 0.97, according to Silness and Loe, mild gingivitis. Gingivitis was present in 96.8% of
the children examined. Regarding the PCR tests, 18 of the samples (31.58%) did not present
any of the red complex bacteria, and the 39 remaining samples (68.42%) were positive to the

presence of at least one of the bacteria analyzed.

Conclusions: Within the limitations of this study, it is concluded that the prevalence of
gingivitis and calculus is high in the examined sample, and this gingival status may be related

to the presence of red complex bacteria.

Keywords: red complex, DNA, PCR, biofilm index, gingival index, calculus, gingivitis,

gingival health
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PREFACIO

La Escuela Carmen Lyra se encuentra en el canton de Alajuelita en la provincia de San
José, Costa Rica. Los alumnos gue recibe la institucion presentan una condicion de riesgo social
alta. Desde el 2013, la Facultad de Odontologia de la Universidad de Costa Rica brinda atencion
clinica en odontologia a los estudiantes de esa escuela y realiza actividades de educacion,
proteccion y promocion de la salud bucal, asi como de prevencion de las enfermedades orales,
tanto a los alumnos como a padres y administrativos, por medio de estudiantes de Odontologia

que realizan su rotacion en el curso de Externado Clinico y del Posgrado en Odontopediatria.

Para este estudio, se tomé como muestra la poblacion estudiantil de la escuela que se
encontraba en sexto grado durante el 2019, con el objetivo de determinar el estado gingival de
los participantes y la presencia de bacterias del complejo rojo en sus muestras de saliva. Se
realizé un estudio transversal, en el cual se evalu6 el IB (Silness y Loe, 1964), la presencia de
calculoy el IG (Silness y Loe, 1967) en 62 nifios de 12 afios. Se recolectaron muestras salivales
de los 62 estudiantes, con ese fin cada participante debid efectuar un enjuague. Esas muestras
recolectadas se analizaron utilizando la extraccion orgéanica de ADN y amplificacion por PCR,
empleando primers especificos, para determinar la presencia de las bacterias del complejo rojo

en el medio ambiente oral de los escolares estudiados.

Adicionalmente, se realizd una revision bibliografica sobre la epidemiologia de
gingivitis en nifios y adolescentes, asi como de bacterias del complejo rojo y su relacion en el
desarrollo temprano de la enfermedad periodontal y de los factores de riesgo para el desarrollo
de la enfermedad en nifios. El fin de esta revision bibliografica fue comprender el contexto
epidemiolégico reportado hasta el momento y asi relacionar la presencia de las bacterias y los

factores de riesgo como indicadores del desarrollo de gingivitis en la poblacion estudiada.
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CAPITULO |

Epidemiologia de la gingivitis en nifios y adolescentes

Segun Chapple et al. (2018), la salud gingival clinica se define como el sangrado al
sondaje en menos del 10% de los sitios, eritema y edema, ademas de ausencia de pérdida de
insercion y pérdida 6sea (1). En caso de que exista ausencia de salud gingival, se esta en
presencia de gingivitis, la cual se puede producir por distintos factores, entre los cuales estan

los siguientes:

Gingivitis inducida por biofilme. Se define esta enfermedad como una inflamacion local
inducida por el acimulo de biofilme que se encuentra dentro del tejido gingival. La enfermedad

es reversible si se reducen los niveles de biofilme (1).

Alteraciones gingivales no inducidas por biofilme. Son un grupo de diferentes trastornos
no inducidos por la acumulacion biofilme en los margenes gingivales y que no se resuelven por
completo cuando el biofilme se elimina. Estas lesiones pueden estar localizadas en los tejidos

gingivales o ser manifestaciones de ciertas enfermedades sistémicas (2).

Si la gingivitis no se controla, es probable que la enfermedad avance a periodontitis, la
cual se convierte en una enfermedad inflamatoria cronica multifactorial, cuya causa mas comdn
se debe a un biofilme disbidtico que se caracteriza por la destruccion progresiva del aparato de

sostén del diente, presencia de bolsas periodontales y sangrado gingival (3).

Las enfermedades periodontales, de acuerdo con Mohanty et al. (2019), son infecciones
multifactoriales provocadas por un complejo de especies bacterianas que interacttan con los
tejidos y las células del hospedador y provocan la liberacion de una amplia gama de citoquinas

inflamatorias, quimiocinas y mediadores inmunoldgicos, algunos de los cuales provocan la



destruccion de las estructuras periodontales, incluido el diente y los tejidos de soporte dental,

hueso alveolar y el ligamento periodontal (4).

En el 2018, la Academia Americana de Periodoncia y la Federacion Europea de

Periodoncia presentaron una nueva clasificacion de la enfermedad y de las condiciones

periodontales (una actualizacion con respecto a la definida en 1999), incluyendo enfermedades

y condiciones sistémicas que afectan los tejidos de soporte periodontal. En el siguiente cuadro

se presenta la clasificacion de la enfermedad peirodontal y las condiciones periodontales.

CLASIFICACION DE LAS CONDICIONES PERIODONTALES Y PERIIMPLANTARIAS
2017

Condiciones v Enfermedades Periodontales

Salud periodontal v enfenmedades gingivales Periodontitis Otras condiciones que afectan el peniodonto
Condiciones
Periodontitis o
L Abscesos Factores
Gingivitis | Enfermedades como enfermedades i .. _
Salud . : o Enfermedades . L, A periodontales Condiciones v | relacionados
. induecida por | gingivales no . ; ... | manifestacion | sistémicas - .
gingival v - : ) periodontales | Periodontitis v lesiones deformidades on los
eriodontal biofilme inducidas por necrosantes de afectando los endo- mucogingivales | dientes v las
P dental biofilme dental enfermedades tejidos de . esy
L periodontales protesis
sistemicas soporte
periodontal

Condiciones v enfermedades periimplantarias

Salud periimplantaria

Mucositis perumplantaria

Periimplantitis

Deficiencia de los tejidos duros v blandos

perimplantarios

Figura 1. Clasificacion de las condiciones y enfermedades periodontales y periimplantares.

Fuente: Caton J., et al. (2018) (5).

indices més utilizados para determinar la prevalencia de gingivitis

La salud y el estado gingival pueden ser determinados por medio de indices ideados

especificamente para este fin, los cuales permiten diagnosticar la enfermedad periodontal,

comprender su grado de severidad y, también, brindan informacién esencial al profesional en

odontologia con respecto al nivel de educacion y compromiso que posee cada paciente en

relacion con su higiene oral.




El indice de sangrado al sondaje es uno de esos medios para establecer el estado de
salud periodontal, el cual representa la proporcion de zonas sangrantes al sondaje utilizando
una sonda periodontal estandarizada y con una fuerza controlada en seis puntos
(mesiovestibular, centrovestivular, distovestibular, mesiolingual, centrolingual, distolingual)
de todos los dientes presentes. Se expresa en porcentaje y se debe sumar de la cantidad total de
puntos sangrantes, después dividirlo entre la cantidad total de puntos medidos y multiplicar el

resultado por 100 (6).

Otro de los indices mas utilizados para determinar la salud oral es el indice de higiene
oral simplificado (IHOS) descrito por Greene y Vermillion (1964). Este indice toma en cuenta
el grado de materia alba y el calculo que cubre la superficie dentaria de dientes permanentes

completamente erupcionados (7), y se puntta de la siguiente manera:

Grados de materia alba: 0= libre de materia alba, 1= hasta 1/3 de la superficie cubierta
por materia alba (las manchas extrinsecas se consideraron como grado 1), 2= no més de 2/3 de

la superficie cubierta, 3= més de 2/3 de la superficie cubierta por materia alba.

Grados de calculo: 0= no existe calculo, 1= calculo supragingival que alcanza hasta 1/3
de la superficie examinada, 2= célculo supragingival que cubre méas de 1/3 de la superficie
examinada, pero no méas de 2/3 de la superficie, o areas individuales de célculo subgingival
alrededor de la porcion cervical del diente, 3= calculo supragingival que cubre méas de 2/3 de
la superficie examinada o un &rea extensa de calculo subgingival alrededor de la porcion

cervical del diente.

Este indice utiliza seis piezas trazadoras: 16, 11, 26, 46, 31, 36 o sus sustituyentes, 27,
21,27,47,41, 37. Los valores obtenidos se suman en vestibular maxilar y el resultado se divide
entre el nimero de piezas maxilares; lo mismo se hace en palatino, en vestibular mandibular y

se divide entre el nimero de piezas mandibulares, lo mismo en lingual. Con lo cual se obtendran
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cuatro subindices que se suman y se dividen entre cuatro para obtener el indice final. El indice
se clasifica en alto, moderado o bajo riesgo de acuerdo con los siguientes rangos: [0 — 0.6]:

Bajo riesgo. [0.7 -1.8]: Moderado riesgo. [1.9 — 3]: Alto riesgo (7).

El indice gingival de Silness y L6e (1967) evalla dos caracteristicas importantes de la
gingivitis: edema y sangrado, por lo que se limita al registro de gingivitis, no considera signos
de periodontitis y utiliza los siguientes criterios: 0= encia normal, 1= inflamacion leve (ligero
cambio en color, ligero edema y sin sangrado en sondeo), 2= inflamacién moderada
(enrojecimiento, edema. sangrado al sondaje), 3= inflamacidn severa (enrojecimiento marcado
y edema, ulceracién y tendencia a sangrado espontaneo). Los sujetos con inflamacién leve
tienen una puntuacion de 0.1-1.0, aquellos con inflamacion moderada de 1.1-2.0, y una

puntacion entre 2.1-3.0 significa inflamacién severa (8).

El indice de biofilme de Silness y Loe (1964) examina por vestibular y palatino/lingual
toda la denticion o dientes seleccionados (piezas trazadoras) y se utilizan los siguientes
criterios: 0= no hay presencia de placa, 1= una capa de biofilme adherida al margen gingival y
adyacente al diente (no es detectado a simple vista, solamente posterior a la aplicacion de
tincion para biofilme), 2= acumulacién moderada de biofilme a la vista en bolsa gingival, en el
diente y/o margen gingival, 3= acumulacién abundante de biofilme en la bolsa gingival y/o en

el diente y margen gingival (9).

El indice Periodontal Comunitario se establecié con el fin de evaluar mediante un
método simple, rapido y objetivo las necesidades de tratamiento periodontal en diferentes
poblaciones. Los parametros registrados son sangrado al sondaje, profundidad de la bolsa,
presencia de calculo y factores retentivos de biofilme, con el propésito de determinar el
tratamiento que necesitan los individuos de la poblacién estudiada. Este indice no fue disefiado

para determinar la prevalencia ni la severidad de la enfermedad (10).



Epidemiologia de la gingivitis

A lo largo del tiempo se han realizado estudios en diferentes partes del mundo que

muestran cifras alarmantes con respecto a la prevalencia de gingivitis en nifios y adolescentes.

En Asia, Ballouk y Dashash en el 2018, publicaron: The gingival health status of 8-12
vear-oldchildren in Damascus city in Syria during the Syrian Crisis: a cross-sectional
epidemiological oral health survey, en donde, después de analizar a 1500 nifios y nifias
mediante el indice de Silness y Loe, se obtuvo una media de 1.12, que demostré una prevalencia

de gingivitis en el 97.93% (11) de la poblacidon estudiada.

En Puerto Rico, se efectud un estudio con una muestra de 1586 nifios de 12 afios y se
obtuvo una prevalencia de gingivitis del 80.41%. Es importante mencionar que se excluyé a los
nifios con graves condiciones sistémicas o necesidades especiales de atencion médica, debido
a que este grupo es propenso a la inflamacion gingival por los tratamientos que reciben. El
resultado lo determinaron mediante la presencia de sangrado gingival al sondaje, la sonda fue
insertada no mas de 2 mm en el surco gingival comenzando desde distal, hacia el punto medio

de la superficie vestibular y luego se movio suavemente hacia el area interproximal mesial (12).

En un estudio realizado en el 2018 por Murillo et al., se analizaron poblaciones mayores
de 18 afios (edad promedio de 41.4 afios) en tres zonas latinoamericanas, la Gran Area
Metropolitana-Costa Rica, Bogota-Colombia y Ciudad de México-México, utilizando el IG y
el indice de biofilme de Silness y Loe. En este estudio se determind que la gingivitis moderada
predomind en las tres zonas, siendo la Gran Area Metropolitana de Costa Rica la que presentd
el porcentaje mas alto de gingivitis (96%), siguiendo Bogota (94.7%) y, por ultimo, Ciudad de

México (61.5%) (13).



Ademas, en un estudio epidemioldgico de la Salud Oral del Adolescente que se realizd
en Caja Costarricense del Seguro Social de Costa Rica en el 2017 con la participacién de 624
adolescentes, se demostré que un 25 % de los participantes presentaban enfermedad
periodontal. En ese estudio, los examinadores utilizaron el indice periodontal comunitario. La
prevalencia para la condicion higiénica fue de 74.44 %, el sangrado gingival de 16.61 % y

calculo dental fue 8.23 % (14).

En el 2020, en un articulo publicado por Ramirez et al., se evidenci6 que 96.8 % de la
poblacion estudiada de la Escuela Carmen Lyra presentd gingivitis. En promedio, los nifios
tenian un indice gingival de 0.97, segun los criterios establecidos por Silness y Loe, lo que
significa que predomind la gingivitis leve. Todo esto pese a la constante educacién que reciben
estos nifios del centro de ensefianza, puesto que la Facultad de Odontologia de la Universidad

de Costa Rica les da atencion odontoldgica durante todo su periodo escolar (15).

El acoso entre nifios de edad escolar ha aumentado significativamente, con una
prevalencia que supera el 58 % y los datos demuestran que quienes lo sufren tienen la edad, el
nivel socioeconémico y factores psicosociales como caracteristicas comunes, que coinciden
con factores que favorecen la presencia de gingivitis en los nifios. Esta situacion conduce a
reflexionar sobre la posible relacion entre factores emocionales presentes en los adolescentes y
la gingivitis. Ademas, esa correspondencia se evidencié de manera clinica mediante la

presencia de sangrado al sondaje (16).

Con respecto al nivel educativo de los padres, la calidad de vida y el nivel
socioeconomico en Europa, Funieru et al. (2017), concluyeron que cuando los padres de los
infantes no han completado sus estudios académicos el promedio de vida es pobre y las escuelas

no brindan servicios dentales. Entonces, puede decirse que durante la infancia es cuando se



presenta mayor prevalencia de gingivitis. Esta informacion se obtuvo por medio del indice

gingival de Silness y Loe (17).

En Africa, los estudios demuestran que los nifios estudiantes que padecen de gingivitis
experimentan mayor cantidad de caries con respecto a los que no presentan gingivitis. Esta
situacion se debe a que ambas enfermedades presentan acumulacién de biofilme. Owino et al.
(2010), al utilizar el indice de dientes cariados, perdidos y obturados (CPO-D) y el indice
periodontal comunitario en un grupo de 292 estudiantes del municipio de Kitale, Kenia,
encontraron que la prevalencia de caries dental en denticion mixta era de 50.3 %, que la
prevalencia de caries dental en denticion permanente era de 44.5% y la prevalencia de gingivitis

de 77.7 % (18).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la edad promedio de ingreso a la
educacién primaria es de 5 a 6 afios y se relaciona con la mayor prevalencia de la enfermedad
caries dental en denticion primaria y, también, muestra mayor avance en un periodo mas corto
que en la denticién permanente. Por otra parte, a los 12 afios los nifios, ppor lo general, finalizan
la escuela primaria, ese es el momento propicio para obtener datos de quienes cursan el sistema
escolar, ademas, es a esa edad que se alcanza la mayor parte de la denticion permanente.
Adicionalmente, de los 15 a los 19 afios, las piezas dentales ya han estado expuestas al ambiente
bucal por lo menos durante 3 afios, entonces, la informacion que se pueda obtener es de gran
relevancia; ademas, es el inicio del estudio de la enfermedad periodontal en adolescentes. Por

esas razones, esta revision se enfoca en nifios y adolescentes (19).

De esta manera, se concluye que los nifios y adolescentes a nivel mundial presentan
alta prevalencia de gingivitis, existiendo una relacion entre factores emocionales, el nivel
académico de los padres, la calidad de vida y el nivel socioeconémico en el que viven; también,

la experiencia de caries dental se relaciona con la prevalencia de gingivitis.



CAPITULO II

Presencia de microorganismos periodontopatdgenos en nifios y adolescentes

Las bacterias para lograr proliferar y persistir en la cavidad bucal tienden a vivir en
biopeliculas dentales (biofilme) que son comunidades polimicrobianas altamente complejas y
dindmicas. Este biofilme brinda proteccion contra las fuerzas de corte y las respuestas
inmunitarias del huésped. En un individuo sano, las bacterias orales existen en un equilibrio
natural con el huésped (simbiosis), pero diferentes factores pueden contribuir a que esta
comunidad se convierta en disbidtica, permitiendo asi que las bacterias potencialmente
patdgenas aumenten en nimero y provoquen infecciones persistentes como la periodontitis

(20).

Con respecto al equilibrio homeostatico entre el huésped y su contenido microbiano, se
ha determinado que la microbiota comensal juega un papel esencial en el mantenimiento de la
salud y la alteracion de este balance se conoce como disbiosis, la cual se determina como
perturbaciones en la composicion de las comunidades comensales. La disbiosis puede ocurrir
como resultado de un cambio en la microbiota o en la habilidad del huésped de responder a
ella. Este delicado equilibrio entre homeostasis y disbiosis se considera en parte como un
entrenamiento temprano de la regulacion inmunitaria local y sistémica (tanto reguladores

innatos y adquiridos) (21).

La comunidad periodontal disbiotica se enfrenta a la supervivencia: por un lado, las
bacterias necesitan evadir la matanza mediada por el sistema inmune y, por otro lado, dependen
de la inflamacion para obtener nutrientes de la degradacion de los tejidos. La inmunosupresion

no es una opcion viable para las bacterias inflamatorias; las bacterias periodontales pueden



manipular la interaccion con las respuestas inmunitarias del huésped (como los neutréfilos y el

complemento) para mejorar la aptitud bacteriana (20).

Se han identificado varios patdgenos potenciales que promueven la aparicion de la
enfermedad periodontal. Se conocen distintos complejos microbianos subgingivales, los cuales
se han dividido por colores. La enfermedad periodontal se ha relacionado especificamente con
el anaranjado y el rojo. El anaranjado consiste en especies como Fusobacterium nucleatum,
Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Peptostreptococcus micros (especies asociadas
incluidas), Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus, Campylobacter showae,
Streptococcus constellatus, Campylobacter gracilis. Con el progreso de la enfermedad, se
genera un desplazamiento hacia el complejo rojo el cual consiste en Tannerella forsythia,

Treponema denticola y Porphyromonas gingivalis (4).

Microorganismos periodontopatdgenos del complejo rojo

1. Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) se considera un miembro importante de la
microbiota periodontopatdgena involucrada en la progresion de la enfermedad periodontal y la
destruccién de tejido y de hueso. Es un microorganismo cocobacilo anaerobio, gram-negativo.
Su interaccion con otros miembros de la microbiota oral como Streptococcus spp. y F.
nucleatum resulta en una coagregacion especifica, la cual contribuye a la capacidad de este
microorganismo para colonizar eficazmente el surco subgingival. Asi, la interaccion
(adherencia) a la cavidad oral inicia la patogenicidad de P. gingivalis por medio de varios

componentes bacterianos como fimbrias, proteinasas, hemaglutininas y lipopolisacaridos (4).

La virulencia bacteriana es altamente dindmica y depende del contexto; por esta razon,

es dificil predecir como los cambios moleculares afectan el crecimiento de un patégeno en su
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huésped y su propagacion; esta es la capacidad relativa de un microorganismo para causar dafio
al huésped. De acuerdo con Diard y Wolf-Dietrich (2017), un factor de virulencia (FV) es
cualquier atributo genético que aumenta la posibilidad de causar una enfermedad en un
huésped, que puede ser un gen 0 rasgo que Se expresa por cepas patogenas. La

eliminacién/delecion del FV reduce el riesgo o extension del dafio al anfitridn (22).

1.1 Factores de virulencia de P. gingivalis

Los factores de virulencia de la P. gingivalis juegan un papel importante en la
coagregacion, formacién de biofilme y disbiosis microbiana, pues pueden actuar directamente
sobre otras bacterias o inducir un entorno 6ptimo (23). Esos factores incluyen: cépsula,

membrana exterior con su lipopolisacarido, fimbrias, proteinasas y enzimas seleccionadas.

La capsula suele estar conformada por polisacéaridos y contiene agua para evitar que las
bacterias se sequen. La capsula de P. gingivalis antagoniza estimulos fuertes y promueve la
evasion de las respuestas inmunitarias del huésped; de ese modo, promueve la supervivencia
bacteriana en los hospedadores (23). Es un factor importante de virulencia antifagocitico, ya
que, asegura mayor resistencia ante la fagocitosis, resistencia sérica y disminucién de la

quimiotaxis de los polimorfonucleares (PMN’s) (4).

P. gingivalis desarrolla fimbrias o pili, las cuales son apéndices filamentosos delgados
y superficiales que sobresalen de la membrana externa; mejoran la formacién de biofilme, la
motilidad bacteriana, y la adhesion bacteriana e invasion a las células del huésped. Las fimbrias
se unen a los tejidos del huésped y a las células a través de una amplia variedad de moléculas
del huésped y sustratos orales, que incluyen proteinas y glicoproteinas ricas en prolina,
estaterinas, fibrindgeno, fibronectina y lactoferrina. Ademas de su funcion adhesiva, las
fimbrias también son importantes para la interaccion de P. gingivalis con otras bacterias orales,

lo cual es esencial para la formacion de biofilme (23).
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Una caracteristica importante de las fimbrias de las P. gingivalis es su quimiotaxis, esta
capacidad de percibir los estimulos del huésped puede tener un efecto significante en la
formacion de una lesion inflamatoria progresiva en el tejido periodontal y la destruccion de

hueso (4).

P. gingivalis contiene en su membrana alrededor de 20 proteinas principales, las cuales
varian de tamafio (4). Los lipopolisacaridos (LPS) son componentes importantes de la pared
celular (membrana externa) de bacterias gram-negativas y son bien conocidos por su toxicidad
y capacidad de causar inflamacion no deseada en el huésped, de ahi su nombre de endotoxinas

(23).

Los LPS de P. gingivalis estdn compuestos de lipido A, un oligosacarido que forma la
columna vertebral y un polisacarido O-especifico. Los LPS de diferentes especies bacterianas
son estructuralmente distintos dependiendo de la composicion de la cadena de acilo del &cido
graso del lipido A; las propiedades de virulencia de los LPS de P. gingivalis estan determinadas
por su componente de lipido A. Las células del huésped responden al lipido A del LPS de P.
gingivalis y producen respuestas inflamatorias en los tejidos gingivales, creando asi un entorno
favorable para que los patégenos se mantengan y se genere la progresion de la enfermedad

periodontal (4).

Una de las caracteristicas de virulencia potencialmente significativas de P. gingivalis es
el alto nimero de enzimas hidroliticas, proteoliticas y lipoliticas que producen todas sus cepas
conocidas. Las proteasas asociadas (proteinasas capaces de hidrolizar enlaces peptidicos) son

tripsina, tiol, proteinasas caseinoliticas y dos peptidasas (4).

Las gingipainas es una familia de cisteinas proteinasas y se conocen también como
enzimas “similares a la tripsina”. Las gingipainas son responsable del 85 % de las actividades

proteoliticas extracelulares de P. gingivalis y son significativas en la patogénesis de la

12



periodontitis, pues causan respuestas inmunes irregulares e inflamacién por su participacién en
la activacion de las metaloproteinasas de la matriz del huésped, asi como inactivacion de
inhibidores inmunes, degradacion de factores inmunes y escision de receptores de células
inmunes. Los inhibidores de gingipainas pueden suprimir eficazmente la patogenicidad de P.

gingivalis (23).

2. Tannerella forsythia

Es un microorganismo anaerobio, gram-negativo, miembro de la familia de los
Citofago-Bacteroides. Inicialmente, se llam6 Bacteroides forsythus. Tannerella forsythia (T.
forsythia) y ha sido asociado con frecuencia o en un nivel més alto a varias formas de la
enfermedad periodontal en comparacion con individuos sanos. Se encontré que T. forsythia
forma biofilme sinérgico con F. nucleatum, considerada una bacteria “puente” por su capacidad
para coagregarse con bacterias colonizadoras tempranas y tardias, lo que facilita la formacion
de biofilme. La infeccion por T. forsythia causa periodontitis con mayor probabilidad en
mujeres con sobrepeso que en mujeres con peso normal, ya que, las personas con sobrepeso u
obesidad presentan un crecimiento excesivo de T. forsythia, lo que les aumenta el riesgo de

desarrollar enfermedad periodontal (4).

2.1 Factores de virulencia de T. forsythia

Se han identificado pocos factores de virulencia especificos relacionados con T.
forsythia, entre los conocidos se incluyen proteasas similares de tripsina y PrtH, sialidasas
SiaHIl y NanH, proteina BspA de repeticion rica en leucina asociada a la superficie celular, a-
D-glucosidasa y N-acetil-B-glucosaminidasa (4), una capa S de superficie y actividad para la

induccion de apoptosis (24).
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Las sialidasas son glicohidrolasas que liberan los residuos de acido sialico terminales
de los sialoglicoconjugados; los acidos sidlicos se presentan comunmente en azlcares
terminales en glicoproteinas y glicolipidos en la superficie de una amplia variedad de células
eucariotas y glicoproteinas secretadas. Las sialidasas expresadas en bacterias proporcionan
ventajas patdgenas, pues contrarrestan respuestas inmunitarias innatas y adaptativas del
huésped al inducir la liberacidn de quimiocinas de las células epiteliales, desenmascarando los
epitopos enmascarados con &cido sialico para la adhesién y, asi, promueven la formacion de

biofilme y degradan las glicoproteinas del hospedador para obtener nutrientes (24).

T. forsythia muestra dos sialidasas diferentes codificadas por genes siaHl y nanH,
ademas, se ha demostrado que el &cido sialico liberado de los glicoconjugados sialilados por la
accion de NanH pueden servir como factor de crecimiento para el biofilme. En la cavidad oral,
T. forsythia entra en contacto directo con glicoproteinas sialiladas presentes en saliva, barreras
recubiertas de mucina formadas en los dientes y mucosa, y en superficies de células epiteliales
gingivales. T. forsythia codifica otras glicosidasas como a-D-glucosidasa y N-acetil-p-
glucosaminidasa, B-glucosidasa, a-fucosidasa, a-arabinofuranosidasa, -galactosidasa y a-1,2-
manosidasa. Estas glicosidasas junto con NanH y SiaHI pueden hidrolizar enlaces glicosidicos
terminales de oligosacaridos complejos, proteoglicanos y oligosacaridos asociados a las
glicoproteinas del huésped. De este modo, afecta la integridad funcional, promueve la
progresion de la enfermedad y ayuda a proporcionar fuentes de nutrientes para la coexistencia

de bacterias que residen en la cavidad oral (24).

La capa S estd presente como la capa de envoltura celular més externa de muchas
bacterias, las cuales poseen un aspecto fisico “enrejado” con periodicidad a escala nanométrica.
Cubre células bacterianas durante todas las etapas del ciclo de crecimiento en forma de una

monocapa cerrada. Las capas en S proporcionan a las bacterias una proteccion con propiedades
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de tamiz molecular y una funcidn general para el mantenimiento de la integridad bacteriana,
exhibicion de componentes bacterianos e interaccion con las células inmunes y no inmunes del

huésped (20).

Se obtuvo evidencia de que T. forsythia podria utilizar un medio muy potente “de guerra
biologica” para respaldar su patogenicidad, que serian las vesiculas de la membrana externa
(OMV, por sus siglas en inglés) para el transporte de carga virulenta. Las OMV son particulas
nanoscopicas y esféricas que se producen ubicuamente por bacterias gram-negativas y se ha
demostrado que contribuyen a la patogenicidad de muchas bacterias al enriquecer los factores
de virulencia y entregandolos a largas distancias, reemplazando asi el contacto directo con el
hospedador. Los OMV de T. forsythia contienen una serie de factores de virulencia y
glicoproteinas reconocidas, que favorece el papel de la glicosilacion en la patogenicidad de T.

forsythia (20).

3. Treponema denticola

Son bacterias gram-negativas, espiroquetas (largas y delgadas, en forma de
sacacorchos) detectadas en las lesiones periodontales. Las células de T. denticola en forma de
espiral estan cubiertas con una vaina exterior que consta de una estructura fragil en forma de
envoltura. Los flagelos periplasméticos se encuentran en la membrana citoplasmatica y estan
cubiertos con la vaina externa. La T. denticola tipicamente produce cuatro flagelos que se
entrelazan alrededor del cilindro citoplasmatico. La proteina principal de la vaina externa (Msp)

predomina en esta zona.

La principal razon de interés en este grupo de microorganismos (espiroquetas) es porque
se concentra mayormente en sitios con mas profundidad de bolsa, ya que, en los sitios sanos

rara vez se determina su presencia. T. denticola interactua con otras especies bacterianas orales,
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en particular con P. gingivalis y F. nucleatum y esa coagregacion probablemente juega un papel

importante en la progresion de la enfermedad periodontal (en la formacién de biofilme) (4).

T. denticola tiende a habitar las bolsas periodontales mas profundas y no es un
colonizador temprano de biofilme subgingival; se une a las fusobacterias en una interaccion
mediada por el resto de carbohidratos de la Msp y el receptor de lectina de union a galactosa
de las fusobacterias. Se ha demostrado que T. denticola se une especificamente a P. gingivalis

y T. forsythia con avidez similar, lo que explica su estrecha asociacion (25).

3. 1 Factores de virulencia de T. denticola

Entre los factores de virulencia conocidos de T. denticola se encuentra principalmente
la produccién de enzima hidroliticas como las hialuronidasas, colagenasas, proteasas,
fosfolipasas y fosfatasas; también se consideran Msp, OppA, proteina de union similar a FH,
dentilisina y proteinas de repeticion ricas en leucina (LrrA) (4). Se ha demostrado que las LrrA
de T. denticola desempefian un papel en la union a T. forsythia, pero no de P. gingivalis o F.
nucleatum. Las proteinas LrrA también son importantes en la invasion de células epiteliales y
la formacién de biofilme por P. gingivalis. Hay un mayor potencial de movilidad genética en
T. denticola cuando crece como una biopelicula dental y, por lo tanto, es importante para su

virulencia (25).

Los componentes de la superficie celular, especialmente las proteinas, actian como
sensores y efectores de interacciones con el huésped y otras bacterias, que en gran parte son los
blancos de la respuesta inmune adaptativa del huésped. Una de las caracteristicas unificadoras
de las bacterias del complejo rojo son sus altos niveles de actividad proteolitica extracelular,
mediada por proteasas localizadas en la superficie celular. La membrana exterior de T.
denticola es significativamente diferente a la de las bacterias gram-negativas, entonces, se le

conoce como vaina externa (25).
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Se ha propuesto a la dentilisina como uno de los factores de virulencia principales de T.
denticola, ya que es una proteasa activa ubicada en la superficie celular que se divide en los
enlaces fenilalanil / alanil y prolil / alanil. La dentilisina contribuye a la progresion de la
enfermedad al interrumpir o modular las vias de sefializacion intercelular del huésped y degrada
las proteinas de su matriz celular. También permite potencialmente la penetracion de las capas
de células epiteliales por T. denticola mediante la degradacion de las proteinas de adhesion
intercelular y modula la inmunidad de la célula huésped por degradacion de IL-1f, IL-6, TNF-

a y el ligando quimioatrayente 2 (CCL2, por sus siglas en inglés) (25).

Consecuentemente, la dentilisina es una proteasa de superficie involucrada en la
absorcion de nutrientes, coagregacion bacteriana, activacion del complemento, evasion del
sistema inmunoldgico del huésped, inhibicién del sistema de hemostasia e invasion celular,
ademaés de su funcion de protedlisis (26). Las lipoproteinas son las proteinas asociadas a la
membrana mas abundantes en las espiroquetas. OppA es una lipoproteina asociada a membrana
de superficie celular, la cual puede unirse a proteinas solubles del huésped como el
plasmindgeno y el fibrinbgeno, pero no a proteinas insolubles inmovilizadas del huésped o

celulas epiteliales (25).

La motilidad y la quimiotaxis no se consideran factores de virulencia clasicos de las
bacterias; sin embargo, con T. denticola y su papel en la progresion de la enfermedad
probablemente sean esenciales para la virulencia de la bacteria. Los flagelos de las espiroquetas
se encuentran dentro del espacio periplasmico, entre la vaina externa y la membrana
citoplasmatica; los flagelos periplasmicos (PF, por sus siglas en inglés) facilitan la
translocacion en entornos muy viscosos que normalmente retrasarian o inmovilizarian a la

mayoria de las bacterias flageladas. Los PF estan protegidos de los efectos de inmovilizacion
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de los anticuerpos especificos de flagelos producidos por la respuesta del huésped a la infeccion

(25).

La quimiotaxis permite que las bacterias moviles respondan a los estimulos ambientales
de una manera positiva o negativa, y los estimulos ambientales se detectan a través de proteinas
de quimiotaxis que aceptan metilo (MCP, por sus siglas en inglés) que atraviesan la membrana
interna. Los quimioatrayentes para T. denticola incluyen glucosa, suero y albumina, que son

posibles indicadores de tejidos dafiados del huésped (25).

Los treponemas, incluido el T. denticola, pueden suprimir las respuestas del huésped al
LPS, lo que permite la persistencia de los consorcios bacterianos que se encuentran asociados
a la enfermedad periodontal. T. denticola ha demostrado estimular la osteoclastogénesis y la
expresion de metaloproteinasas de matriz; la quimiotaxis y motilidad permiten a la bacteria
colonizar nuevos sitios, penetrar bolsas periodontales profundas y las capas epiteliales.
Ademas, le brindan la capacidad para interactuar sinérgicamente con otros patégenos
periodontales en varios niveles, producir metabolitos citotdxicos, formar biofilme y una
variedad de proteinas de la superficie celular para desregular la defensa del huésped y, de esa
manera, ayudar a proteger el biofilme subgingival y causar destruccién del tejido del huésped

(25).

Es ampliamente aceptado que T. denticola, P. gingivalis y T. forsythia forman un
consorcio bacteriano conocido como “complejo rojo”, el cual estd fuertemente asociado con la
progresion de la enfermedad periodontal. Las caracteristicas que unifican a las bacterias del
complejo rojo son sus actividades proteoliticas extracelulares, la compleja fermentacion
anaerobica de aminoacidos, la produccién de metabolitos toxicos y sus vesiculas de membrana
externa. Del consorcio bacteriano, solamente T. denticola es movil y posee la capacidad de

responder quimiotacticamente a los estimulos ambientales (4).
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En conclusion, el complejo rojo es un consorcio de bacterias que interacttan entre si, a
pesar de que cada una posee factores de virulencia especificos para lograr sobrevivir y proliferar
de manera independiente, también poseen caracteristicas virulentas comunes con las cuales
logran aumentar su efectividad y supervivencia. P. gingivalis, T. denticola y T. forsythia se
encuentran rutinariamente en el biofilme subgingival y han sido asociadas a la progresion de la
enfermedad periodontal, siendo su interaccién un factor que se presenta como comun
denominador en la destruccion de tejidos periodontales y hueso; con lo que, su alta capacidad

de virulencia dificulta combatir la enfermedad de manera exitosa.
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CAPITULO I

Caracteristicas que influyen en la susceptibilidad a la enfermedad

periodontal en nifos y adolescentes

De acuerdo con Genco y Borgnakke (2013), la susceptibilidad es una condicion del
huesped, influenciada por una serie de factores ambientales e intrinsecos al huésped que
aumentan las probabilidades de que desarrolle la enfermedad periodontal. La prevalencia de las
enfermedades periodontales se ve directamente afectada tanto por condiciones propias del
huésped como por factores externos que inciden en la velocidad, la extension y el tratamiento
de las diferentes enfermedades periodontales, tanto en adultos, como en nifios y adolescentes

(27).
Factores de Riesgo Intrinsecos

Segun Fardal et al. (2020), la genética ha demostrado ser un factor de riesgo para el
desarrollo de las enfermedades periodontales con una variabilidad hasta de un 1/3 en una
poblacion. Los pacientes que desarrollan una enfermedad periodontal tempranamente en sus
vidas presentan comdnmente alelos genéticos de riesgo. Sin embargo, no hay suficiente
evidencia para determinar el grado de influencia de la predisposicion genética como un factor

determinante en el resultado de la terapia periodontal (28).

Los pacientes que presentan enfermedades periodontales a temprana edad usualmente
presentan alelos genéticos de riesgo, segun Heikkinen et al. (2016). Los pacientes con
enfermedades periodontales que se presentan a una edad mas tardia poseen alelos de riesgo,
pero se ha observado que factores ambientales, estilo de vida y un sistema inmune envejecido

tienen mayor influencia en el desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, es dificil separar el
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factor genético de la educacion en el hogar para poder determinar la causa de una tendencia
familiar a la enfermedad periodontal. Se ha observado que nifios, cuyos padres presentan
enfermedad periodontal, poseen mayor susceptibilidad a desarrollar la enfermedad a temprana
edad. La razon es debatible entre malos habitos compartidos por la familia y ensefiados de
generacion en generacion, y la presencia o alteracion de uno o mas genes que aumentan la

susceptibilidad a la enfermedad (29).

Los factores genéticos asociados a enfermedades multifactoriales se deben usualmente
a multiples polimorfismos en lugar de una sola o0 pocas mutaciones genéticas. Los principales
genes estudiados son aquellos encargados de la regularizacién del sistema inmune como las
citoquinas, receptores de superficie celular, enzimas y proteinas relacionadas con el

reconocimiento de antigenos (30).

Las citoquinas en su papel de regulacion celular inducen la activacion de receptores de
membrana, funciones de proliferacion y diferenciacion celular, quimiotaxis, crecimiento y
modulacién de la secrecion de inmunoglobulinas. Han sido estudiadas con respecto a la
enfermedad periodontal por su funcién fundamental de regular el mecanismo de inflamacion

(tanto proinflamatorias como antiinflamatorias) (30).

Las principales citoquinas asociadas a la periodontitis son las interleuquinas (IL, por
sus siglas en espariol), IL-1 (proinflamatoria), IL-6 (proinflamatoria-antiinflamatoria) y IL-10
(moduladores de secrecion de anticuerpos por linfocitos B o células plasméticas). Citoquinas
como IL-1la, IL-1B, IL-10, y IL-6 son claves en la regularizacion inflamatoria durante la
enfermedad periodontal. El rol de las células B consiste en la activacion, proliferacion y
diferenciacidn, y, generalmente, son las encargadas de infiltrar células en lesiones periodontales
avanzadas. Scapoli et al. (2012) indican que se ha demostrado una asociacion directa entre

variantes de alelos IL-6 y IL-10y la periodontitis. En la enfermedad periodontal, polimorfismos
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de las citoquinas IL-6 y IL-10 han sido reportados como factores de riesgo para periodontitis
cronica y agresiva. Esta Gltima, se ha propuesto como atenuador de la destruccién de tejidos
periodontales por la induccion de inhibidores de tejidos de metaloproteinasas y el inhibidor de

osteoclastogenesis osteoprotegerina (30).

Para Zupin et al. (2017), no solo la presencia de alelos genéticos especificos ha
mostrado incidir en la prevalencia de las enfermedades periodontales en nifios y adolescentes,
pues alteraciones en el sistema inmune como polimorfismos de Lactoferrina (LFT) y B-defensin
1 humana (hBD-1) juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad periodontal.
Estas proteinas se manifiestan en la mucosa oral y poseen potencial de accidn contra patdgenos

involucrados en la susceptibilidad a la enfermedad periodontal (31).

hBD-1 es un péptido rico en cisteina que posee actividad antimicrobiana contra virus,
hongos y bacterias gram-positivas y gram-negativas. Se expresa constitutivamente en la
mucosa oral, sin embargo, puede también ser inducido por estimulos como infeccion
microbiana. Por otro lado, la LTF es otra molécula antimicrobiana con actividad bacteriostética
y bactericida activa contra virus y hongos. Se produce en las superficies mucosas de la cavidad

oral y esté presente en la saliva y en el liquido crevicular (31).

A pesar de su actividad antimicrobiana, los polimorfismos para hBD-1 estudiados
revelaron que su relacion con la periodontitis estd posiblemente ligada a su actividad
inmunorreguladora que resulta en una respuesta inmune aumentada y, por ende, en un aumento
del proceso inflamatorio y, consecuentemente, en dafio tisular. Por el contrario, se ha reportado
un aumento de los niveles de LTF en pacientes con periodontitis, lo que sugiere que su relacion

corresponde a su actividad antimicrobiana (31).

Heikkinen et al. (2016) exponen que las metaloproteinasas de matriz son enzimas que

producen proteolisis, capaces de descomponer el colageno encontrado entre las células de los
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tejidos (tipo I y 111). La progresion de la periodontitis se ha visto asociada a la activacion y
aumento excesivo y patologico de la metaloproteinasa-8 en fluidos orales. El otro factor
genético estudiado como un determinante en la progresion de la enfermedad periodontal son
los niveles de metaloproteinasa-8 en la saliva. La presencia de microbiota periopatogenica
activa cascadas de inflamacion que involucran las metaloproteinasas de matriz. Estos niveles
son detectables en estadios tempranos de la enfermedad periodontal, por lo que la deteccion
temprana podria ser un indicador de la susceptibilidad a la enfermedad periodontal en pacientes

con esta predisposicidn genética (29).

El estrés se ha propuesto como uno de los factores de riesgo que aumenta la
susceptibilidad para el desarrollo de la enfermedad periodontal. Los altos niveles de hormonas
presentes en situaciones de estrés podrian estar asociados a una pobre respuesta inmune del
huésped y a una respuesta inflamatoria aumentada. Por otro lado, las enfermedades crénicas
como la diabetes, la hipertension arterial y enfermedades autoinmunes como el VIH, son
factores de riesgo en la aparicion, desarrollo, tipo y rapidez de la evolucion de las enfermedades

periodontales (32).

Se ha observado una relacion directa entre la presion diastélica aumentada y la presencia
de bolsas periodontales como lo describen Zeigler et al. (2015), y no se ve afectada por otros
indicadores de riesgo para distintas enfermedades cardiovasculares o enfermedades

periodontales (33).

Esa relacion entre presion diastolica alta y las bolsas periodontales puede ser
consecuencia de los elevados niveles de IL-6, hormona estimuladora de tiroides (TSH, por sus
siglas en inglés) y leptina, observados en los pacientes con presion diastolica elevada, los cuales

inciden directamente en la respuesta inflamatoria del huésped (33).
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La diabetes en nifios y adolescentes ha sido propuesta como un factor de riesgo para la
mayor prevalencia de enfermedades periodontales en esta poblacion; no se han observado
diferencias entre los tipos de bacterias presentes en pacientes con diabetes tipo 1 y pacientes
control, por lo que la susceptibilidad a las enfermedades periodontales se asocia a la pobre

cicatrizacién, que favorece la mayor destruccién de tejidos (33).

Factores de Riesgo Extrinsecos

Por altimo, factores externos como la dieta, higiene oral y acceso a servicios de salud
oral son determinantes fundamentales para el desarrollo de enfermedades periodontales. Una
dieta baja en carbohidratos, por ejemplo, se considera ideal en cuanto a la prevencién de la
formacién de enfermedades como caries dental y la enfermedad periodontal, asi como la

desorganizacion mecénica del biofilme (34).

La relacion de la dieta con el desarrollo y el progreso de la periodontitis es compleja,
ya que, a diferencia de la formacién de la caries dental, no hay modificaciones en el consumo
de macro y micronutrientes que pueda evitar o detener por completo el progreso de la
periodontitis. Se ha observado que las deficiencias en la dieta tienen mayor relacion con la
presencia de periodontitis y pérdida dental que el aumento de la ingesta de un grupo especifico
de macronutrientes como los carbohidratos. La deficiencia de vitamina B12 se asocia al
empeoramiento del estado periodontal y la pérdida dental. Sin embargo, se ha reportado un

elevado riesgo de sangrado gingival asociado al consumo de azUcares y carbohidratos (34).

El acumulo de biofilme y célculo dental es causado por una remocion mecanica
deficiente de las superficies dentales libres e interproximales y visitas al odontélogo poco
regulares o nulas. Esta acumulacion de biofilme resulta en una inflamacion gingival predecible
y una gingivitis persistente es un factor de riesgo clave para la pérdida de insercion periodontal.

Un apropiado cepillado dental y visitas regulares al odontélogo reducen en 34 % y 32 %
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respectivamente el riesgo a desarrollar periodontitis. El efecto de una pobre higiene oral sobre
el desarrollo de la periodontitis es mayor que otros factores de riesgo como la diabetes mellitus,

el fumado y la obesidad (35).

El acceso a servicios odontoldgicos es fundamental para la prevencién y el tratamiento
de la periodontitis. Es en el consultorio dental donde se realiza una limpieza profesional, se
educa al paciente y se monitorean los habitos de higiene oral. Se debe educar al paciente no
solo para una limpieza eficiente, sino que también sobre la duracion del cepillado dental que
ha demostrado ser determinante en la desorganizacion del biofilme y es a través del acceso a
los servicios odontoldgicos que esta informacion logra llegar al paciente por medio de los
profesionales en odontologia. Adicionalmente, es preciso que el paciente sea instruido en
habilidades especificas individualizadas para mejorar la eficiencia de la higiene oral. En
consecuencia, la falta de acceso regular a servicios odontologicos resulta en una pobre higiene
oral y, por ende, el riesgo a desarrollar periodontitis aumenta de dos a cinco veces mas en

comparacion con una buena higiene oral (35).
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ESTADO GINGIVAL Y PRESENCIA DE BACTERIAS
DEL COMPLEJO ROJO EN NINOS DE 12 ANOS DE

LA ESCUELA CARMEN LYRA

RESUMEN

Objetivo: Determinar el estado gingival y la presencia de bacterias del complejo rojo en

muestras de saliva de nifios de 12 afios de la Escuela Carmen Lyra.

Metodologia. Una periodoncista calibrada evalué en 62 estudiantes de 12 afios de la Escuela
Carmen Lyra el indice de biofilme (IB) (Silness y Loe, 1964), la presencia de calculoy el indice
gingival (1G) (Silness y Loe, 1967). Se recolectaron muestras de saliva de cada estudiante. El
ADN de cada muestra fue extraido y amplificado por medio de la prueba PCR, empleando

primers especificos, para determinar la presencia de bacterias del complejo rojo.

Resultados: El IB fue de 1.18. El céalculo estuvo presente en el 40.40% de la muestra, se
encontro 19.4% de calculo en supragingival y 21% tanto en supragingival como en subgingival.
El IG fue de 0.97, que de acuerdo con Silness y LOe es una gingivitis leve. La gingivitis estuvo
presente en el 96.8 % de los nifios examinados. Con respecto a las pruebas PCR: 18 de las
muestras (31.58 %) no presentaron ninguna de las bacterias analizadas y las 39 muestras
restantes (68.42 %) fueron positivas por lo menos a la presencia de las bacterias del complejo

rojo.
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Conclusion. Dentro de las limitaciones de este estudio, se concluye que la prevalencia de
gingivitis y calculo es alta en la muestra examinada y el estado gingival observado puede estar

relacionado con la presencia de bacterias del complejo rojo.

Palabras clave: complejo rojo, ADN, PCR, indice de biofilme, indice gingival, calculo,

gingivitis, salud gingival

INTRODUCCION

La salud gingival se define como la ausencia de sangrado al sondaje, eritema y edema,
también como la ausencia pérdida de insercion y pérdida dsea; en caso de que exista ausencia
de salud gingival, se presenta la enfermedad periodontal (1). Si la gingivitis no se controla, es
probable que la enfermedad avance a periodontitis, la cual se convierte en una enfermedad
inflamatoria crénica multifactorial, su causa mas comun es debido a un biofilme disbidtico, y
la enfermedad se caracteriza por la destruccion progresiva del aparato de sostén del diente,

presencia de bolsas periodontales y sangrado gingival (3).

Las enfermedades periodontales son infecciones multifactoriales provocadas por un
complejo de especies bacterianas que interactdan con los tejidos y las células del hospedador,
provocando la liberacion de una amplia gama de citocinas inflamatorias, quimiocinas y
mediadores, que en algunos casos, conducen a la destruccion de las estructuras periodontales,

incluido el diente — tejidos de soporte dental, hueso alveolar y el ligamento periodontal (4).

A lo largo del tiempo, se han realizado estudios en diferentes partes del mundo que
arrojan cifras alarmantes con respecto a la prevalencia de gingivitis en nifios y adolescentes. En

un estudio de Ballouk y Dashash (2018), en Asia, se analizaron 1500 nifios y nifias utilizando
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el indice gingival de Silness y Lo6e, y se demostrd una prevalencia de 97.93 % de gingivitis
(11). En Puerto Rico, una investigacion efectuada por Boneta et al. (2018) con una muestra de
1586 nifios de 12 afios obtuvo una prevalencia de gingivitis del 80.41 % (12). Un analisis
epidemioldgico, en Costa Rica, sobre la salud oral del adolescente realizado en el 2017 con 624
adolescentes demostro que 25 % de los participantes presentaba enfermedad periodontal (14);
también, en un estudio del 2019 realizado a nifios de 12 afios de la Escuela Carmen Lyra,
evidencio que el 96.8 % de la poblacion presentaba gingivitis (15). Owino et al. (2010)
analizaron con base en el indice CPOD vy el indice Periodontal Comunitario a un grupo de 292
estudiantes de Kitale, Kenia y determinaron que la prevalencia de gingivitis era de 77.7 % (18).
Por su parte, Funieru et al. (2017) concluyeron que los padres de nifios y nifias en Europa que
no completan sus estudios académicos, en promedio, mantienen un estilo de vida
econdmicamente escaso, que les limita a sus hijos el acceso a servicios dentales y, por lo tanto,

la prevalencia de gingivitis es significativa (17).

Por otro lado, las bacterias para lograr proliferar y persistir en la cavidad bucal tienden
a vivir en biopeliculas dentales (biofilme) como comunidades polimicrobianas altamente
complejas y dindmicas. Este biofilme brinda proteccion contra las fuerzas de corte y las
respuestas inmunitarias del huésped. En un individuo sano las bacterias orales conservan un
equilibrio natural con el huésped (simbiosis), pero diferentes factores pueden contribuir a que
esa comunidad se convierta en dishi6tica; permitiendo asi que las bacterias potencialmente
patdgenas aumenten en numero y provoquen infecciones persistentes como lo es la

periodontitis (20).

La dishiosis se explica como perturbaciones en la composicion de las comunidades
comensales relativa a la presente en salud y puede ocurrir como resultado de un cambio en la

microbiota o en la habilidad del huésped para responder a la alteracion. Este delicado equilibrio

29



entre homeostasis y disbiosis se considera en parte como un entrenamiento temprano de la

regulacion inmunitaria local y sistémica (reguladores innatos y adquiridos) (21).

Se han identificado varios patdgenos potenciales que promueven la aparicion de la
enfermedad periodontal. Asi, se conocen distintos complejos microbianos subgingivales, los
cuales se han dividido por colores de acuerdo con el estado de desarrollo de la placa microbiana

y la gravedad de la enfermedad periodontal.

La enfermedad periodontal se ha relacionado especificamente con los colores
anaranjado y rojo. Asi, primero es anaranjado cuando estan presentes especies como
Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, Peptostreptococcus
micros (especies asociadas incluidas), Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus,
Campylobacter showae, Streptococcus constellatus, Campylobacter gracilis y, con el progreso
de la enfermedad hay un desplazamiento hacia el complejo rojo el cual consiste en la presencia
de Tannerella forsythia, Treponema denticola y Porphyromonas gingivalis. Este consorcio
bacteriano esta fuertemente asociado con la progresion de la enfermedad periodontal y las
caracteristicas que unifican a las bacterias que lo componen son sus actividades proteoliticas
extracelulares, compleja fermentacion anaerdbica de aminoécidos, produccion de metabolitos

toxicos y sus vesiculas de membrana externa (4).

La virulencia bacteriana es muy dindmica y depende del contexto, por esta razon, es
dificil predecir como los cambios moleculares afectan el crecimiento de un patégeno en su
huesped y su propagacion. Segun Diard y Wolf-Dietrich (2017), un factor de virulencia (FV)
es cualquier atributo genético que aumenta la posibilidad de causar una enfermedad en un
huésped; puede ser un gen 0 un rasgo que se expresa por cepas patdgenas. Por lo tanto, la

eliminacion/delecion del FV reduce el riesgo o extension del dafio al anfitrion (22).
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Con respecto a las bacterias del complejo rojo se conoce que los factores de virulencia
relacionados a P. gingivalis juegan un papel importante en la coagregacion, formacion de
biofilme y disbiosis microbiana, que pueden actuar directamente sobre otras bacterias o inducir
un entorno 6ptimo, que incluyen: capsula, membrana exterior con su lipopolisacarido, fimbrias,
proteinasas y enzimas seleccionadas (23). Se han identificado pocos factores de virulencia
especificos relacionados a Tannerella forsythia, entre los conocidos se mencionan: proteasas
similares de tripsina y PrtH, sialidasas SiaHI y NanH, proteina BspA de repeticion rica en
leucina asociada a la superficie celular, a-D-glucosidasa y N-acetil-B-glucosaminidasa (4), una
capa S de superficie y actividad para la induccion de apoptosis (24). De los factores de
virulencia conocidos de T. denticola se menciona principalmente la produccion de enzimas
hidroliticas como las hialuronidasas, colagenasas, proteasas, fosfolipasas y fosfatasas; también
se consideran Msp, OppA, proteina de union similar a FH, dentilisina y proteinas de repeticion

ricas en leucina (LrrA) (4).

La susceptibilidad es una condicion del huésped, influenciada por una serie de factores
ambientales e intrinsecos del huésped que aumentan sus probabilidades para desarrollar la
enfermedad periodontal.- La prevalencia de las enfermedades periodontales se ve directamente
afectada tanto por condiciones propias del huésped como POR factores externos que inciden
en la velocidad, la extension y el tratamiento de las diferentes enfermedades periodontales tanto

en adultos como en nifios y adolescentes (27).

La genética ha demostrado ser un factor de riesgo para el desarrollo de las enfermedades
periodontales con variabilidad hasta de un 1/3 en una poblacion. los pacientes que desarrollan
una enfermedad periodontal tempranamente en sus vidas presentan comunmente alelos
geneéticos de riesgo (28). Tambien alteraciones en el sistema inmune han mostrado incidir en la

prevalencia de enfermedades periodontales en nifios y adolescentes, como polimorfismos de
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LFT y B-defensin 1 humana (hBD-1) (31). El estrés se ha propuesto como otro de los factores
de riesgo, ya que los altos niveles de hormonas presentes en situaciones de estrés podrian estar
asociados a una pobre respuesta inmune del huésped y a una respuesta inflamatoria aumentada
(32). Factores externos como la dieta, la higiene oral y el acceso a servicios de salud oral son

determinantes fundamentales en el desarrollo de las enfermedades periodontales (34).

La enfermedad periodontal afecta a gran parte de la poblacion, se presenta tanto en
nifios y adolescentes, como en adultos y adultos mayores; en la actualidad, se efecttan estudios
mas especificos para conocer mejor la enfermedad y asi poder abordarla de manera eficaz,
eficiente y lograr que sea lo menos invasiva posible. Muchas veces el tratamiento clinico,
quirdrgico y medicamentoso no es suficiente para detener el avance de la enfermedad, por lo
cual es esencial conocer los factores intrinsecos y extrinsecos que pueden propiciar su
aparicion, grado y extension, al igual que conocer cuales de ellos afectan mayoritariamente en

ciertas etapas del desarrollo de la enfermedad.

En Costa Rica existe poca evidencia cientifica con respecto a la salud gingival de los
nifios y adolescentes, razon por la que el objetivo de esta investigacion se enfoca en evaluar el
estado gingival y la presencia de bacterias del complejo rojo en nifios de 12 afios de la Escuela
Carmen Lyra en Alajuelita, Costa Rica, por medio de un examen clinico y un andlisis de PCR

de las muestras salivales de 62 nifios y nifias de esa escuela.

Es importante estudiar a este grupo poblacional, puesto que es la edad promedio que
marca el inicio de la adolescencia y es cuando se presenta la mayor parte de la denticidn
permanente; por eso, conocer el estado gingival de esta poblacion contribuira para que la
intervencion del profesional en Odontologia se enfoque mas en educacién, promocion de la

salud y prevencidn, de manera que se pueda reducir la intervencion clinica en un futuro.
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METODOLOGIA

Este proyecto fue aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Universidad de Costa

Rica.
Recoleccion de datos

Este es un estudio transversal. La recoleccion de datos se realizé entre junio y julio del
2019 de una muestra de 62 participantes con 12 afios de edad (31 hombres y 31 mujeres),
estudiantes de la escuela Carmen Lyra, ubicada en Concepcion Arriba de Alajuelita, San Josg,

Costa Rica.

Previo a la recoleccion de datos, se solicito el consentimiento informado a los padres de
familia y el dia cuando se presentaron los participantes, se solicito el asentimiento informado a
cada uno, y se les explicé de manera individualizada por parte de la persona investigadora

acerca del propdsito del estudio.

El examen clinico para determinar el estado gingival de los participantes se realizd en
la clinica dental de la escuela Carmen Lyra, por una sola operadora calibrada especialista en
Periodoncia (Dra. Karol Ramirez Chan); cada uno de los participantes se senté en la silla dental,

y us6 como fuente de iluminacion la lampara de angulo incorporada a la silla.

Para determiar el indice de biofilme, la referencia fue el “Indice de Silness y Loe” de
1964 (9); con este indice se evalla la superficie vestibular y palatina/lingual de seis piezas
trazadoras, las cuales fueron 16, 11, 26, 46, 41, y 36. Debido a la edad de los participantes, se
utilizaron las primeras molares de los cuatros cuadrantes en lugar de las premolares, pues estas

piezas evaluadas ya llevaban en boca del participante como minimo 6 afos.
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Se definio la gingivitis como la presencia de sangrado al sondaje en al menos un sitio,
y la extensién se clasifico segun el porcentaje de dientes, cuya encia presentaba sangrado al
sondaje; asi se calificd como gingivitis limitada tenia presencia de 25 %-49 % de sangrado y la

gingivitis extensa en 50 % o mas de los dientes evaluados que presentaban sangrado.

Después de la evaluacion se le otorgd a cada uno de los participantes un cepillo de
dientes, pasta dental e instrucciones de higiene oral para la correcta técnica de uso de hilo dental
y la técnica de cepillado de Stillman Modificado. Cada uno practico la técnica previamente

explicada y cepillaron sus dientes solamente con agua.

Posteriormente, se evalud a cada participante con el fin de determinar la presencia de
calculo dental (supragingival, subgingival o0 ambos) en todos los dientes presentes en su bocae.
La salud gingival se determiné aplicando el “Indice de Silness y Le” de 1967 mediante el uso
de la sonda periodontal OMS (Organizacion Mundial de la Salud), la cual posee una bolita de
0,5 mm de didmetro en su parte activa; realizando asi el analisis sobre las piezas 16, 11, 26, 46,
41y 36 en las seis superficies dentales (mesial, medial, distal, vestibular, lingual/palatino) para

evaluar la presencia de sangrado gingival (8).

Las 62 muestras de saliva fueron tomadas en tubos de polipropileno de 50ml, por medio
de un enjuague que realiz6 cada participante; se utilizo Listerine® con agua (20 ml de Listerine
+ 20 ml de agua doblemente destilada estéril para cada muestra), después de este enjuague,
cada nifio y nifia se enjuagd dos veces mas, ambos con 20 ml del Listerine® 1:2 y cada enjuague
dur6 aproximadamente un minuto. Se diluy6 el Listerine® para evitar ocasionar ardor en la boca
de los participantes; y, ademas, la dilucion de este disminuye la concentracion de alcohol en
aproximadamente 10%, ya que, un alto porcentaje de alcohol podria ayudar a reducir el

crecimiento bacteriano de las muestras cuando se almacenan.
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Posterior al enjuague, se procedio al procesamiento de las muestras para la extraccion

de ADN, siguiendo una modificacion del autor de la publicacién (36).

Proceso de aislamiento de ADN de las muestras de los estudiantes de sexto grado

de la Escuela Carmen Lyra del afio 2019

Dia 1. Se inicia la toma de las primeras 61 muestras el jueves 5 de diciembre del 2019,
y el lunes 16 de diciembre del 2019, se toma la muestra nimero 62. Las muestras se centrifugan

a 1800 g a 4°C por 30 minutos (en el equipo Centrifuge 5810 R (297880)).

Se decanta y el sobrenadante de cada muestra y se resuspende en 10 ml-15 ml de PBS
estéril y cada una se mezcla levemente con un agitador (Vortex Mixer VM-300 nimero de serie
908777, Gemmy Industrial Corp.). Las muestras se centrifugan a 1800 g a 4°C por 30 minutos.
Seguidamente, se decanta cada muestra en el beaker con hipoclorito de sodio (3.5 %) y cada

una se resuspende con buffer lisis + high TE:

e Se les agrega 500 pl de buffer lisis + high TE a las muestras: 6, 8, 10, 12, 13,
14, 15, 16, 18, 19, 20, 24, 25, 27, 30, 31, 32, 34, 36, 37, 39, 40, 41, 42, 45, 48,

50, 53, 54, 55y 62.
e Seles agrega 1000 pul de buffer lisis + high TE a las muestras: 1, 2, 3,4, 5,7, 9,
11, 17, 21, 22, 23, 26, 28, 29, 33, 35, 38, 43, 44, 46, 47, 49, 51, 52, 56, 57, 58,

59,60y 61.

Las concentraciones de buffer dependen del tamafio del botdn de células que se forma
al inicio de la extraccion; por ejemplo, si el boton es de gran tamafio se utilizan 1000 pl de

buffer lisis + high TE, pero si es pequefio, se utilizan 500 ul de buffer lisis + high TE.

A cada muestra se le agregan 25 pl de proteinasa K (20mg/ml) y se incuban las muestras

toda la noche en bafio maria a 57°C (Precision Water Bath, GCA Corporation (37383)).
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Dia 2. Se retiran las muestras del bafio maria y a cada una se le agrega el mismo

volumen de NaCl 3M, que se us6 de solucidn total de lisis:

e Se les agrega 1000 ul de NaCl 3M a las muestras: 6, 8, 10, 12, 13, 14, 15, 16,
18, 19, 20, 24, 25, 27, 30, 31, 32, 34, 36, 37, 39, 40, 41, 42, 45, 48, 50, 53, 54,

55y 62.

e Se lesagrega 2000 ul de NaCl 3M a las muestras: 1, 2, 3,4, 5,7, 9, 11, 17, 21,

22,23, 26, 28, 29, 33, 35, 38, 43, 44, 46, 47, 49, 51, 52, 56, 57, 58, 59, 60 y 61.

Posteriormente, a cada muestra se le agrega igual volumen de cloroformo-alcohol
isoamilico (24:1). Se mezclan las muestras en una incubadora con agitacion (211DS Shaking
Incubator, Labnet (341275)) a 235 rpm por 1 hora. Cada una de las muestras se traslada a un

tubo de polipropileno de 15 ml y se centrifuga a 1800 g, 4° C por 5 minutos.

A continuacion, se transfiere la fase acuosa de cada muestra, a un tubo nuevo de 15 ml
y se agregan 2.5 voliumenes de etanol absoluto a la fase acuosa respectiva de cada muestra (pl
de cada muestra x 2,5 volumenes de etanol). Cada tubo fue rotulado y cuidadosamente

verificado para evitar confusion de muestras.

El tubo se invierte suavemente hasta que aparezca los hilos de ADN. En el proceso no
apareci6 un botén en ninguna de las muestras, por lo que las muestras se mantuvieron a -20° C
por 14 dias y una vez transcurridos los 14 dias, se centrifugaron a 1800 g por 30 minutos, se
decantaron y se les agregd 1 ml de etanol 70°. De esta manera, las muestras se mantienen a

temperatura ambiente durante toda la noche.

Dia 3. Las muestras se centrifugan a 1800 g a temperatura ambiente durante 10 minutos
y se sacan de la microcentrifuga; se decantan en la pila y se colocan en una gradilla con la tapa

abierta y se dejan secar durante 1-3 dias a temperatura ambiente con un papel toalla encima.
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Dia 4. Las muestras se resuspenden en 375 pl de TE buffer bajo en EDTA
(Invitrogen, No. de catadlogo: 12090-015). Luego, las muestras se incuban toda la noche en bafio

maria a 37° C.

Dia 5. Se utiliza el espectrofotometro NanoDrop 2000C (Thermo Scientific (332045)

para evaluar la calidad y cuantificacion de las muestras; por Gltimo, se almacenan a 4° C.

PCR: ensayo del gen 16S

Se diluyen las muestras a una concentracion de 25 ng/ul y se realiza el ensayo con los
primers del gen 16S, como control positivo de la extraccion de la muestra. Todas las bacterias

tienen el gen 16S.

A cada muestra se le agregan los reactivos indicados en la Tabla 1, como se muestra a

continuacion.

Tabla 1. Componentes y volimenes de la reaccion de amplificacion

Reactivos Volumen de una reaccion (pl)
MM2X 7.5
Agua 3.5
Primers 2
Template (ADN) o agua (control negativo) 2

Fuente: Elaboracion propia.

A cada una de las muestras se les efectla el proceso que se expone en la Tabla 2.
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Tabla 2.

Programa de amplificacion llevado a cabo para el analisis de las muestras

Activacion de Taq Desnaturalizacion Hibridacion Polimerizacién | Extension | Conservacion
Polimerasa (TA)
95°C 95°C 54°C 72°C 72°C 4°C
2 minutos 30 segundos 1 minuto 1 minuto
5 minutos oo
40 ciclos

Fuente: Choi D, et al., modificado (37).

Las muestras 2, 4,7, 8, 18, 19, 20, 21, 22, 28, 31, 32, 36, 39, 41, 43, 48, 53, 60 61 dieron

negativas con los primers del gen 16S en el primer ensayo; por lo cual, se repite el ensayo con

las mismas muestras sin diluir (es decir, con la concentracion original de la extraccion de ADN).

En el segundo ensayo, las muestras 2, 4, 8, 31, 32, 39 y 41 volvieron a ser negativas con

los primers del gen 16S; por lo que, se repitié de nuevo el ensayo de PCR con estas muestras y

de igual manera con la concentracion original.

En el tercer ensayo, la muestra 4 fue la Unica en dar negativo al ensayo con los primers

del gen 16S.

Posteriormente, se decide que las muestras 4, 8, 18, 39 y 41 se retiraran del proyecto al

ser negativas a los primers del gen 16S.

PCR: ensayos con Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema

denticola (se repite el procedimiento realizado con el gen 16S).
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Tabla 3. Nomenclatura, secuencia y temperatura de hibridacion de los pares de primers

utilizados en la amplificacién de ADN

Bacteria Oligonucledtidos 5°- 3’ TA | Amplicon (pb)
(°C)
F-5-AGAGTTTGATCM TGG CTCAG -3’ 54 1.500
16S
(38) R—5—GGT TAC CTT GTT ACGACT T - 3’
F-5"-AGG CAGCTT GCC ATACTGCG -3’
Porphyromonas 56 404
gingivalis
(37) R-5 -ACTGTT AGC AACTACCGATGT -3
F-5 -GCG TAT GTAACCTGCCCGCA-3’
Tanerella 56 641
forsythia
(37) R-5 -TGCTTC AGT GTC AGT TATACCT-3
F-5"-TAATACCGAATGTGCTCATTTACAT -3’
Treponema 56 316
denticola
(37) R-5 -TCAAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA-3’

Gel de electroforesis

El gel se confecciona con una concentracion de 1.5% agarosa en TBE 0.5X. Se utiliza
un volumen de 5 pl de producto de amplificacion con 1 ul de tincion de carga GelRed, se utiliza
4 ul de la escalera GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific) y el gel se somete a
una corriente eléctrica de 100 voltios constantes durante 45 minutos. Por ultimo, por medio del
transiluminador UV se visualizan las bandas para los resultados del aislamiento de ADN para

T. forsythia.
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Analisis descriptivo de los resultados

El andlisis descriptivo se realizo utilizando el calibrador QIAXxel, con este se obtuvieron
los resultados del aislamiento de ADN para P. gingivalis y T. denticola. Se confirmé la

normalidad y homogeneidad de los datos.

Andlisis estadistico de los resultados

El analisis estadistico se realiz6 utilizando IBM SPSS STATISTICS versién 22 para
analizar variables sobre la salud gingival. Se confirmd la normalidad y homogeneidad de los

datos y se obtuvieron frecuencias y medidas de tendencia central.

RESULTADOS

indice de biofilme

El indice de biofilme medio segun Silness y Loe de 1964 (9) fue de 1.18, esto significa
que la presencia de biofilme no es detectable a simple vista, pero si se puede observar al pasar
la sonda periodontal sobre la superficie dental. No se encontr6 evidencia estadisticamente
significativa entre el resultado de las nifias y el de los nifios en el promedio (p=0.322) del indice
de biofilme; sin embargo, se logré observar que los nifios obtuvieron un resultado mas alto

(1.24) en comparacion con las nifias (1.12).

Caélculo dental

La prevalencia de calculo fue de 40.40 %. El célculo supragingival se encontrd en un

19.4% de los participantes y el 21 % tenian calculo tanto supragingival como subgingival. No
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se determinaron evidencias estadisticamente significativas (p=0.160) entre el promedio de

dientes con calculo entre los nifios (1.30) y las nifias (1.41).

En cuanto a la presencia de calculo, al considerar el nimero de dientes con célculo y el
numero de superficies sangrantes (p=0.0009) se establecié una relacion significativa con la

presencia de sangrado al sondaje.

Estado gingival

Al evaluar el estado gingival, se comprob6 que el 96.8% de los participantes padecia
gingivitis; el 11.5% de los escolares presento gingivitis limitada y el 88.5% gingivitis extensa.
Segun el Indice Gingival de Silness y Loe (8), los nifios obtuvieron un indice promedio de 0.97,
eso significa que habia predominio de gingivitis leve; de acuerdo con este criterio, un resultado
de 0.1-1.0 se califica como gingivitis leve, 1.1-2.0 como gingivitis moderada y 2.1-3.0,

gingivitis severa.

No se encontro diferencia estadisticamente significativa (p=0.639) entre el promedio de

dientes que mostro sangrado gingival en los nifios (1) y en las nifias (0.94).

Presencia de bacterias del complejo rojo

Tabla 4. PCR de las bacterias del complejo rojo: Porphyromonas gingivalis (Pg),
Treponema denticola (Td) y Tannerella forsythia (Tf) en las muestras de saliva de nifios de 12

afios de la Escuela Carmen Lyra

P.g Td Tf

Muestra

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

X

X

X
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2 X
3 X
5 X
6 X
7

9 X
10 X
11

12

13

14 X
15 X
16 X
17 X
19 X
20 X
21 X
22 X
23

24 X
25 X
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

40

42

43

44

45

46

47

48
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49 X X X
50 X X X
51 X X X

52 X X X
53 X X X
54 X X X
55 X X X
56 X X X
57 X X X
58 X X X
59 X X X

60 X X X
61 X X X
62 X X X

Fuente: Elaboracion propia

Mediante el gel de electroforesis y el uso de la escalera de GeneRuler, se recogieron los
resultados presentados en la Tabla 4 para determinar la presencia de las bacterias T. denticola,
P. gingivalis y T. forsythia en 57 de las muestras recolectadas, porque se decidié que las
muestras 4, 8, 18, 39 y 41 se retirarian del proyecto al resultar negativas a los primers del gen

16S.
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Segun los resultados obtenidos, 32 muestras (56.14%) mostraron un resultado positivo
a la presencia de T. denticola, 18 muestras (31.58%) fueron positivas para T. forsythia y 7

muestras (12.28%) resultaron positivas para P. gingivalis.

La Tabla 4 registra que la bacteria hallada con mayor frecuencia en las muestras fue T.
denticola, mientras que la bacteria con menor presencia fue P. gingivalis. Entre el total de
participantes, 18 de las muestras (31.58 %) no presentaron ninguna de las bacterias analizadas
y las 39 muestras restantes (68.42 %) presentaron un resultado positivo a la presencia de al

menos una de las bacterias del complejo rojo.

Por lo tanto, 25 muestras (43.86 %) fueron positivas a la presencia de solamente una de
las bacterias del complejo rojo, 10 muestras (17.54 %) se mostraron positivas a la presencia de
al menos dos bacterias y 4 muestras (7.02 %) se encontraron positivas a la presencia de las tres

bacterias analizadas.

De las 10 muestras en las que se hallaron dos de las tres bacterias presentes, 8 de ellas
(80 %) resultaron positivas para T. denticola y T. forsythia, 2 de las muestras (20 %) fueron
positivas para P. gingivalis y T. denticola. En ninguna de las muestras analizadas se hall6 una

combinacion con la presencia de P. gingivalis y T. forsythia.

Y por ultimo, de las 25 muestras que fueron positivas a solamente una de las bacterias,
18 de ellas (72 %) fueron positivas para T. denticola, 6 (24 %) se mostraron positivas para T.

forsythia y 1 de las muestras (4 %) dio positiva para P.gingivalis.
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DISCUSION

En las 62 muestras recolectadas a los estudiantes de la Escuela Carmen Lyra, se
encontr que presentaban biofilme (no visible a la vista, pero detectable en el examen con
sonda); el 40.40 % presentaba calculo (21 % tanto subgingival como supragingival); el 96.8 %
de los participantes presentaron gingivitis (11.5 % de los escolares present6 gingivitis limitada

y el 88.5 % gingivitis extensa) y predomind la gingivitis leve.

Entre el total de participantes y segun las pruebas de PCR para bacterias del complejo
rojo, 18 de las muestras (31.58 %) no presentaron ninguna de las bacterias analizadas y las 39
muestras restantes (68.42 %) presentaron un resultado positivo a la presencia de al menos una
de las bacterias del complejo rojo y de las muestras que presentaron alguna de las bacterias
analizadas, 32 muestras (56.14 %) fueron positivas a la presencia de T. denticola, 18 (31.58
%) fueron positivas para T. forsythia, 7 (12.28 %) se mostraron positivas para P. gingivalis y

18 de las muestras (31.58 %) no presentaron ninguna de las bacterias analizadas.

También, 25 muestras (43.86 %) fueron positivas a la presencia de solamente una de
las bacterias del complejo rojo; 10 muestras (17.54 %) se mostraron positivas a la presencia de
al menos dos bacterias y 4 muestras (7.02 %) fueron positivas a la presencia de las tres bacterias

analizadas.

Los resultados confirman la presencia de las bacterias del complejo rojo entre la
poblacion estudiada, cuya salud gingival también esta afectada, siendo un indicador del efecto
de la disbiosis provocada por las bacterias del complejo rojo analizadas y encontradas en las
muestras. Esta alteracion del ambiente oral producida por un cambio en la microbiota o en la
habilidad del huésped para responder a este desequilibrio, propicia la proliferacion de bacterias

(21).
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Las bacterias del complejo rojo se caracterizan por promover la progresion de la
enfermedad periodontal (4) y son colonizadores tardios; de ahi que, su presencia es indicadora
de una disbiosis ya establecida que afecta la salud gingival del hospedero (39). Con base en el
estado de la salud gingival de los sujetos, se confirma que existe una relacion al encontrar la
presencia de T. denticola, T. forsythia, y P. gingivalis y un diagnéstico de gingivitis con
indicadores de enfermedad periodontal como inflamacién, sangrado gingival y presencia de

calculo.

De acuerdo con los resultados obtenidos relacionados con el indice de biofilme, se
puede deducir que los sujetos poseen higiene oral deficiente y que la causa principal para la
gingivitis (con 96.8 % de incidencia) es la acumulacion de biofilme (1); a su vez, esta
acumulacion es proporcional a la prevalencia de calculo dental. Una relacion similar fue
reportada por Ballouk y Dashash en el 2018, quienes informaron haber encontrado un indice

de biofilme 1.12 y una prevalencia de gingivitis de 97.93 % (11).

Con respecto a la relacion entre el indice de biofilme, calculo dental y la incidencia de
gingivitis con la presencia de bacterias del complejo rojo en las muestras de saliva, se sabe que
si el individuo cuenta con un ambiente oral simbidtico, las bacterias se mantienen en equilibrio;
pero si este ambiente se ve alterado por factores como el biofilme y la acumulacion de célculo,
el entorno oral se vuelve disbiotico y las bacterias patdgenas proliferan, por lo que se pueden

presentar enfermedades periodontales (20).

La presencia de estas bacterias se ha relacionado con factores extrinsecos estudiados en
la poblacion elegida para el analisis realizado; tal es el caso de la dieta, el nivel de educacion
de los padres y el acceso a los servicios de salud, que influyen en la mayor presencia de

biofilme, célculo dental y afectacion de las encias.
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El indice de biofilme, la presencia de célculo, signos de gingivitis, la presencia elevada
de al menos una de las bacterias analizadas entre las muestras tomadas y la existencia de
sangrado gingival son indicativos de un ambiente microbioldgico propiciado por el consumo
de alimentos con alto contenido de carbohidratos como se ha relacionado en estudios previos

(34).

Por otro lado, la situacion socioecondmicay el nivel de educacién de los padres y, sobre
todo, el acceso regular a servicios de salud son factores importantes por tomar en cuenta sobre
el estado de salud gingival y dental de los nifios (35). La Escuela Carmen Lyra en asociacion
con la Facultad de Odontologia de la Universidad de Costa Rica brinda servicios odontoldgicos
gratuitos a sus estudiantes; no obstante, la intervencion restaurativa resulta no ser suficiente
para controlar la enfermedad periodontal y la presencia de bacterias del complejo rojo que se

le asocian.

Por esta razon, la educacion en promocién de la salud y prevencion de la enfermedad,
como las indicaciones individualizadas para una correcta higiene oral, tanto a los estudiantes
como a los padres/encargados, son importantes para prevenir la enfermedad periodontal,

ademas del acceso a los servicios de salud odontolégica.

La zona de alcance de la Escuela Carmen Lyra se caracteriza por la existencia
significativa de hogares disfuncionales y de escasos recursos y, aunque la presencia de
hormonas liberadas por el estrés no fue analizada, esa condicion socioeconémica podria
propiciar en los nifios, que se atienden en la clinica del centro educativo, un ambiente de estrés

favorable al desarrollo de la enfermedad periodontal.

Con respecto a la interaccion que se encontro entre dos de las bacterias del complejo

rojo en las muestras, el 80 % fue positivo para T. denticola y T. forsythia y el 20 %, para T.
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denticola y P.gingivalis; se ha demostrado que T. denticola se une especificamente a P.
gingivalis y T. forsythia con avidez similar (25), lo que explica la estrecha asociaciéon que
presento con las otras dos bacterias del complejo rojo, reiterando asi esta teoria. También se ha
demostrado que las LrrA de T. denticola intervienen en la unién con T. forsythia, pero no con
P. gingivalis; adicionalmente, las proteinas LrrA son importantes en la invasion de células
epiteliales y en la formacion de biofilme por P. gingivalis (25). Debido a este factor de
virulencia que posee T. denticola se podria explicar la asociacion predominante, que

presentaron los resultados, de esta bacteria con T. forsythia y P. gingivalis.

T. denticola se encuentra usualmente en los sitios con mayor profundidad de bolsa y,
en los sanos, rara vez se comprueba su presencia, pues no es un colonizador temprano de
biofilme subgingival (4). En relacion con esta caracteristica, se entiende que, en la mayor parte
de los participantes, se presenta una enfermedad periodontal activa con bolsas periodontales

profundas, ya que T. denticola fue la bacteria mas prevalente en las muestras.

Al comparar su presencia en individuos sanos, T. forsythia se ha asociado
frecuentemente con varias formas de la enfermedad periodontal, pues se encontré que T.
forsythia forma mezclas de biofilme sinérgico con F. nucleatum (considerada como bacteria
“puente” por su capacidad de coagregarse con bacterias colonizadoras tempranas y tardias), lo
que facilita la formacion de biofilme (4); P. gingivalis también juega un papel importante en la
coagregacion, formacion de biofilme y disbiosis microbiana, porque pueden actuar
directamente sobre otras bacterias o inducir un entorno 6ptimo para el desarrollo de la

enfermedad periodontal (23).

P. gingivalis y T. denticola fue la segunda interaccion con mas prevalencia en las
muestras, estas bacterias se encuentran con frecuencia en lesiones periodontales; T. denticola

(espiroqueta oral) se haya en las capas superficiales del biofilme subgingival y P. gingivalis
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predominantemente se observa debajo de una capa de espiroquetas, lo que demuestra la relacion

simbidtica que existe entre ambas bacterias (40).

Una tercera interaccion es la que ocurre entre T. forsythia y P. gingivalis especialmente
en un estado activo de periodontitis y se ha sugerido que se produce una simbiosis nutricional
entre ellas (40); en este estudio las muestras no presentaron ninguna interaccion de este tipo, lo
cual permite inferir que la enfermedad periodontal de los nifios participantes no se encuentra

en un estado activo, 0 mas bien, esta en etapas iniciales.

Los indices y parametros clinicos utilizados en este estudio se relacionan con la
prevalencia de gingivitis; sin embargo, los andlisis de laboratorio realizados a las muestras de
saliva determinaron la presencia de bacterias del complejo rojo, las cuales se relacionan

directamente con la periodontitis.

La determinacion de la profundidad de la bolsa periodontal es un elemento importante
para determinar y clasificar la periodontitis, no obstante, este factor no se considerd en este
trabajo, de modo que se evidencia una limitante del estudio y se considera una oportunidad de
mejora para futuras investigaciones. Los factores intrinsecos relacionados con la enfermedad
periodontal como alteraciones genéticas, estrés, enfermedades autoinmunes, presion diastélica
y diabetes en nifios y adolescentes (28) son factores que no se consideraron en este estudio;
tampoco se tomo en cuenta el nivel de educacidn de los padres ni sus habitos de higiene, cuya

influencia en la salud bucodental de los menores en determinante.

El tamafio reducido de la poblacion reclutada permitié que los parametros clinicos e
inclusive la recoleccion de las muestras de saliva de los participantes los efectuara una sola
operadora calibrada, especialista en Periodoncia, de ese modo, se disminuyeron las
probabilidades de sesgo y se brindé mayor especificidad. Otra de las fortalezas del estudio fue

la poblacién analizada, en si, ya que, de cierta manera fue controlada: nifios y nifias de la misma
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zona geografica, la misma edad, igual nivel escolar, semejante acceso a servicios de salud oral
similares (brindados en la misma escuela) y pertenecientes al mismo centro educativo; todo
esto proporciona cierta homogeneidad a la poblacion, permite cierto control y brinda
informacion con respecto al entorno en el que viven los sujetos participantes, y se disminuye

la posibilidad de que exista desventaja socioeconémica entre ellos.

Con lainformacién mencionada es de interés e importancia el efectuar estudios futuros
que analicen otros factores que podrian influir en la enfermedad periodontal, tanto extrinsecos
como intrinsecos, y relacionarlos con los resultados obtenidos; de manera que se determine si
la presencia de bacterias del complejo rojo junto con un diagnéstico adecuado de periodontitis,

presentan mayor prevalencia en sujetos que se encuentran expuestos a esas variables.

CONCLUSION

La enfermedad periodontal es un problema de salud publica y debe ser intervenida
particularmente en etapas tempranas. Es escasa la evidencia cientifica sobre este tema en la
poblacion juvenil, por lo que se requiere mas investigacion para lograr un mejor control con el
fin de evitar el avance y severidad de la enfermedad. Al encontrar un porcentaje sustancial de
bacterias del complejo rojo en las muestras de saliva y un diagnostico de gingivitis generalizada
en los estudiantes, se puede deducir que es muy probable que exista una relacién entre la

presencia de estas bacterias con respecto a una salud gingival afectada.

El indice de biofilme obtenido y la presencia de calculo demuestran una higiene
deficiente en los participantes, que es uno de los factores primordiales para el desarrollo de la

enfermedad periodontal. La presencia de sangrado también es un indicativo de inflamacion y
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acumulo de biofilme, lo que reafirma el diagndstico obtenido en los sujetos participantes. A
pesar de ser una poblacion con acceso gratuito y regular a servicios odontoldgicos, se demuestra
que esto no es suficiente para garantizar un buen estado de salud gingival. Es recomendable
hacer énfasis en educacion en promocién de la salud oral y prevencion de la enfermedad
dirigida especificamente a los padres y encargados de los estudiantes de la Escuela Carmen

Lyra y asi lograr un control adecuado de la formacion del biofilme.

Para alcanzar mayor preponderancia en un estudio semejante, resultaria beneficioso
considerar la presencia y profundidad de bolsa periodontal como parametros por estudiar; ya
que ayudaria a determinar la severidad de la enfermedad periodontal presente en los sujetos

participantes y su resultado generaria mayor impacto.
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APENDICES

Resultados de aislamiento de ADN para Porphyromonas gingivalis de las muestras

de los estudiantes de la escuela Carmen Lyra del afio 2019 utilizando el calibrador

QIAXcel.
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Figura 2. Resultados de muestras para Porphyromonas gingivalis de 1-13.
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Figura 4. Resultados de muestras para Porphyromonas gingivalis de 27-38.
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Figura 5. Resultados de muestras para Porphyromonas gingivalis de 40-52.
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Figura 6. Resultados de muestras para Porphyromonas gingivalis de 53-62.
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Resultados de aislamiento de ADN para Treponema denticola de las muestras de

los estudiantes de la escuela Carmen Lyra del afio 2019 utilizando el calibrador QIlAxcel.
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Figura 7. Resultados de muestras para Treponema denticola de 1-12.
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Figura 9. Resultados de muestras para Treponema denticola de 26-37.
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Resultados de aislamiento de ADN para Tannerella forsythia de las muestras de los

estudiantes de la escuela Carmen Lyra del afio 2019 utilizando el gel de electroforesis.

Figura 12. Resultados de las muestras para Tannerella forsythia utilizando el gel de

electroforesis.

68



ANEXOS

Ramirez K., Gomez A., Rojas M., et al. Gingival Health Related to Intake of Different Types
of Foods and Body Mass Index in 12-year-old Schoolchildren.-ODOVTOS-Int. J. Dental Sc.

2020; 165-177.
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