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RESUMEN

Antecedentes: la colonizacibn temprana de bacterias periodontopatdogenas
representa un factor de riesgo para que se desarrolle posteriormente una disbiosis
en el periodonto. Condicidon ésta, que si se presenta en un paciente que se

encuentre en cuidados intensivos puede agravar su condicién sistémica.

Objetivo: determinar la presencia de bacterias del complejo rojo y el Fusobacterium
nucleatum en nifos hospitalizados en la Unidad de Cuidados Intensivos en el

hospital infantil Napoledn Franco Pareja.

Métodos: estudio descriptivo de corte transversal, se tomaron muestras del biofilm
subgingival del primer molar inferior permanente en 16 nifios hospitalizados en UCI.
Se analizaron por PCR convencional. Utilizando primers especificos de cada
especie trabajada. Cuya secuencia 5" a 3’ de los cebadores fueron: cebador directo
para Treponema denticola (5°-TAA TAC CGA ATG TGC TCA TTT-3’), para
Tannerella forsythia (5-TAC AGG GGA ATA AAA TGA GAT ACG-3), para
Porphyromonas gingivalis (5'-TGT AGA TGA CTG ATG GTG AAA ACC-3)).

Resultados: en las 16 muestras procesadas se observdé que Fusobacterium
nucleatum se hizo presente en 56%, Treponema denticola en 37%, Tannerella
forsythia 18%, Porphyromonas gingivalis en 12%. No hubo diferencias significativas

entre el sexo y la edad con la presencia de las bacterias (P > 0.05).

Conclusiones: existe una colonizacion temprana de bacterias potencialmente
patogénicas en la poblacion estudiada hospitalizada en la Unidad de Cuidados

Intensivos.

Palabras clave (DeCs de Bireme): Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola, unidades de cuidados intensivos, Reaccidon en Cadena de la Polimerasa,

Microbiologia.



INTRODUCCION

Como menciona Sokransky:, la cavidad oral es un ambiente propicio para que haya
una colonizacion de bacterias potencialmente patdgenas. Y afirma que los
microorganismos periodontopaticos estan presente durante mucho tiempo antes
gue inicie la enfermedad. Y es por eso que se debe estudiar muy a fondo la relacién
gue pueda existir entre las bacterias periodontopatdgenas y la condicién sistémica
de un paciente hospitalizado.

La enfermedad sistémica de base acompafado de la presencia de algunos de estos
microorganismos, puede ser un agravante importante para el estado en que se
encuentren, y mas, si estan internados en una sala de cuidados intensivos. Como
lo afirma el estudio de Babu2, que asegura que la enfermedad periodontal y la
enfermedad sistémica se afectan entre si y que existe unos mecanismos que
explican la asociacion que entre la EP y enfermedades como la diabetes,
cardiopatias, neumonias. Ademas, como lo sefiala Gonzalez3, que si existe la
enfermedad periodontal puede tener un riesgo alto de presentar enfermedades
cerebrovasculares.

El complejo rojo es un grupo de bacterias periodontopatégenas que se clasifican
juntas basado en su asociacién con formas graves de la enfermedad periodontal.
Esta compuesto por tres bacterias: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia

y Treponema denticola.2

Socransky, S; Haffajee, A. The nature of periodontal diseases Ann Periodontol. 1997 Mar;2(1):3-10.

Badu, N; Gomez, A. Systemic manifestations of oral diseases. J Oral Maxillofac Pathol. 2011 May-Aug; 15(2): 144-147.
Gonzalez, M; Morales, D. Periodontal disease, is it one more risk factor for atherothrombotic ischemic stroke. Rev cubana
Med Gen Integr vol.32 no.1 Ciudad de La Habana mar. 2016

Schuz, S; Porsch, M; Grosse, |; Hoffmann, K; Schaller, HG; Reichert, S. Comparison of the oral micobiome of patients with

generalized aggressive periodontitis and periodontitis-free  subjects. Oral Biol. 2019 Mar: 99:169-176.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9151538
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3329699/
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Porphyromonas gingivalis es una bacteria Gram-negativa anaeroObica estricta
pigmentada de negro (Darveau et al., 1997), miembro fundamental de la microbiota
patdgeno en varias enfermedades periodontales caracterizadas por la pérdida de
hueso alveolar (Holt & Ebersole, 2005). Se ha demostrado que este microorganismo
posee la capacidad de adherirse a una diversidad de tejidos, entre ellos los tejidos
periodontales, invadir las células anfitrionas y multiplicarse. Para lograr esto utiliza
diferentes factores de virulencia como son: fimbrias, proteasas, hemaglutininas y
lipopolisacéaridos (LPS) (Holt et al., 1999). Es importante observar la prevalencia de
este patdégeno periodontal, por su alta patogenicidad y capacidad infectiva.> 6 7. 8
Treponema denticola es una bacteria espiroqueta Gram-negativa, obligatoria
anaerobia, movil y altamente proteolitica. Permanece en una comunidad microbiana
compleja y diversa dentro de la cavidad oral y es altamente especializada para
sobrevivir en este ambiente. T. denticola se asocia con la incidencia y severidad de
la enfermedad periodontal humana. Tener elevados niveles de T. denticola en la
boca se considera uno de los principales agentes etiolégicos de la
periodontitis.2Tannerella forsythia es un anaerobio Gram-negativo conocido
anteriormente como Bacteroides forsythus hasta que se reclasificé en un nuevo
género: Tannerella. Debido a la dificultad para cultivar este patégeno hasta hace
poco, se debe aprender mucho al respecto, aunque existe una alta evidencia de su

papel en la patogénesis de la enfermedad periodontal.

* Daraveu, R. The Oral Microbial Consortium’s Interaction with the Periodontal Innate Defense System. DNA AND CELL
BIOLOGY Volume 28, Number 8, 2009.

Holt, S; Ebersole J. Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, and Tannerella forsythia: the "red complex", a prototype
polybacterial pathogenic consortium in periodontitis. Periodontology 2000, Vol. 38, 2005.

* Holt, R; Lawton, J; Polis, G; Martinez, N. TROPHIC RANK AND THE SPECIES—-AREA RELATIONSHIP. Ecology, 80(5),
1999, pp. 1495-1504

* Arce, M; Ulloa, M; Pozo, P; Bravo-Bown, J. Deteccién de Porphyromonas gingivalis en pacientes adultos con periodontitis
crénica. Int. J. Odontostomat., 11(1):13-18, 2017.

* Ramos, D; Avila, M; Lévano, V. Treponema denticola: patdgeno en procesos periodontales y pulpares. Odontol Sanmarquina
2012; 15(2): 38-41.

* Bankur, P; Nayak A, Bhat, K; Bankur, R; Naik, R; Rajpoot, N. Comparison of culture and polymerase chain reaction
techniques in the identification of Tannerella forsythia in periodontal health and disease, an in vitro study. Journal of Indian
Society of Periodontology — Vo | 18, Issue 2, Mar-Apr 2014 155.
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Se ha demostrado ser un patégeno periodontal porque esta asociado con niveles
elevados de periodontitis, hay evidencia de una respuesta del huésped a sus
antigenos, la enfermedad periodontal es resultado tanto de los efectos directos de
los factores de virulencia bacteriana como de la respuesta inmune del huésped
autolesionante a las bacterias.t?

Como dice Papaioannou, en el articulo que habla sobre la asociacion, correlacion y
presencia de las bacterias orales en nifios, se determin6é que, 93 nifios entre las
edades de (3 a 12 afios) de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Atenas
se hallé un total de 38 especies microbianas mediante la técnica de hibridacion
ADN-ADN de tablero de ajedrez. La placa supragingival y subgingival tenia perfiles
similares y exhibia mayores proporciones de especies de Actinomyces y complejo
verde, mientras que las muestras de tejidos blandos estaban dominadas por
estreptococos del complejo amarillo. Los patdgenos periodontales mostraron
aumentos en las proporciones al aumentar la edad. Especificamente, la especie
compleja roja (Tannerella forsythia, P. gingivalis, Treponema denticola) mostrd un
aumento significativo en la proporcién con la edad (P <0.05) en todos los lugares
de muestrall.

Segln Nakanol2, la diferencia encontrada en el presente articulo se estudiaron 26
nifios y adolescentes de quienes se obtuvieron muestras de placa dental y saliva,
en la Facultad de Odontologia de la Universidad de Osaka. El propésito de este
estudio fue comparar los perfiles bacterianos en las mismas personas durante un
periodo de 7 afos. se determiné la presencia de 10 especies bacterianas
periodontales usando PCR con un enfoque en las especies complejas rojas
de Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythia. Se
mostro presencia y relacion de estas bacterias, teniendo en cuenta que, a mayor

edad, mas deteccién de bacterias orales.

Papaioannou, W; Gizani, S; Haffajee, A; Quirynen. M; Mamai-Homata, E.L. Papagiannoulis, L. The microbiota on different oral
surfaces in healthy children. Volume24, Issue3June 2009.
Nakano, K; Miyamoto, E; Tamura, K; Nemoto, H; Fujita, K; Nomura, R; Ooshima, T. Distribution of 10 periodontal bacterial

species in children and adolescents over a 7-year period


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Papaioannou%2C+W
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Papaioannou%2C+W
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Gizani%2C+S
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Haffajee%2C+A+D
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Quirynen%2C+M
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Mamai-Homata%2C+E
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Papagiannoulis%2C+L
https://onlinelibrary.wiley.com/toc/1399302x/2009/24/3
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Nakano%2C+K
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Miyamoto%2C+E
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Tamura%2C+K
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Nemoto%2C+H
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Fujita%2C+K
https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Nomura%2C+R

13.

14.

En un articulo que estudio la relacién de las bacterias de complejo rojo con la
diabetes tipo 1 en nifios en edades entre 7 y 14 afios. Se examinaron 100 nifios, 50
con diabetes y 50 sanos, donde el 2% y 4% de P. gingivalis, 34% y 34% de T.
denticola, 20% y 18% de A. actinomycetemcomitans 4% y 34% de T. forsythia se
detectaron en Grupo diabético y sano respectivamente. P. gingivalis, T.
denticola y T. forsythia fueron las principales bacterias.12

Este estudio es de gran importancia para determinar los estados de salud oral y la
presencia de bacterias del complejo rojo de los nifios hospitalizados en UCI,
relacionandolo con el medio en que ellos se encuentran.

El objetivo de este proyecto es determinar el grado infeccion de bacterias del
complejo rojo en nifios internados en el hospital infantil Napoledn Franco Pareja y

la relacién con las lesiones periodontales iniciales.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE |INVESTIGACION Y SuU
JUSTIFICACION:

La colonizacion temprana de las superficies orales por patégenos periodontales
presenta un factor de riesgo significativo para el desarrollo subsiguiente de una
enfermedad destructiva que afecta a los tejidos que sostienen la denticion. La
colonizacion temprana de los nifios por P. gingivalis, P. intermedia y Prevotella,
proporciona indicacion de riesgo para el desarrollo posterior de la enfermedad

periodontal .12

La propagacion de estas bacterias en los hospitales es un problema importante; en
este medio, las bacterias desarrollan una alta resistencia debido a que los
antibioticos son utilizados en muchas ocasiones y, tanto el personal del hospital
como los visitantes pueden propagar la bacteria si no siguen estrictamente los

procedimientos sanitarios adecuados.

Ponnudurai, A; Santos, k; Padma, 3, Mamta, H; Mahalakshmi, K; Vishnurekha C6, Detection of putative periodontopathic
bacteria in type 1 diabetic and healthy children: A comparative study Indian J Dent Res. 2013 May-Jun;24(3):342-6

* Nadkarni, M; Chhour, K; Browne, G; Byun, R; Nguyen, K; Chapple, C; Jacques, N; Hunter, N. Age-dependent changes in
Porphyromonas gingivalis and Prevotella species/phylotypes in healthy gingiva and inflamed/diseased sub-gingival sites Clin
Oral Investig. 2015 May; 19 (4): 911-9

10


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24025882
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Ademas, muchos pacientes hospitalizados tienen el sistema inmunitario debilitado,

por lo que son mas vulnerables ante las infecciones.4

Respecto a la colonizacién temprana se obtuvo un reporte de caso de una nifia de
4 afios que presentd signos de severa inflamacion gingival. Las pruebas
microbiolégicas revelaron la presencia de una flora periopatégena tipica que
consiste en Aggregatibacter actinomycetemcomitans y los miembros tipicos del
complejo rojo (Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia y Treponema
denticola). El paciente se sometid a la extraccion dental de todos los dientes
primarios, excepto los caninos primarios, seguido de un desbridamiento radical de

la raiz y tratamiento con antibiéticos sistémicos (amoxicilina mas metronidazol).

Examenes clinicos y microbiologicos regulares a lo largo de 4 afios no mostraron
signos de recurrencia de una periodontitis, ni siquiera en los dientes permanentes
erupcionados.2

En un reporte de caso en una poblacion distinta se realizé la deteccién de
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) en pacientes adultos con periodontitis
cronica, a traves de técnicas de microbiologia convencional y técnica de biologia
molecular; en la técnicas de microbiologia convencional (lupa estereoscoépica y
fluorescencia) se detectd con lupa estereoscépica colonias pigmentadas de negro
en el 75,7 % de las muestras (n=28), de ellas el 67,9 % fueron positivas para P.
gingivalis con la técnica de fluorescencia (n=19); y en la y técnica de biologia
molecular (reaccién en cadena de la polimerasa) se pudo confirmar que el 84,2 %
de las colonias positivas por fluorescencia correspondian a P. gingivalis (n=16). En

la poblacion de estudio analizada es posible concluir que existe una alta prevalencia

Fysal N 1, Jose S 2, Kulshrestha R 3, Arora D 4, Hafiz KA 5, Vasudevan S 6. Antibiogram pattern of oral microflora in
periodontic children of age group 6 to 12 years: a clinicomicrobiological study. J Contemp Dent Pract. 2013 Jul 1;14(4):595-
600

* Spoerri, A. Signorelli C; Erb, J; van Waes, H; Schmidlin, PR. Eur Arch Paediatr Dent. Rare case of generalised aggressive
periodontitis in the primary dentition.2014 Dec; 15 (6): 443-7.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fysal%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24309334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jose%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24309334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kulshrestha%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24309334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arora%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24309334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hafiz%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24309334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vasudevan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24309334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24309334

de P. gingivalis en la microbiota subgingival de los pacientes con periodontitis
cronica lo que ha sido detectado a través de técnicas de microbiologia convencional
y mediante la reaccion en cadena de la Polimerasa. Los pacientes fumadores

presentaron mayor presencia de P. gingivalis que los no fumadores. 18

En este medio, no se cuenta con las suficientes investigaciones que determinen el
estado de colonizacion de las bacterias periodontopaticas en los nifios

hospitalizados y la relacion de estas con las lesiones periodontales iniciales.

Por lo tanto, es necesario obtener una informacidon y resultados certeros que
demuestren la interaccién de la flora hospitalaria, las bacterias del complejo rojo y
la aparicion de las lesiones iniciales en los tejidos orales de los nifios hospitalizados;
esto conllevara a crear medidas preventivas del cuidado de la salud oral desde que
los nifios ingresan a hospitalizacion y, para que de esta manera se puedan
establecer planes de mejoramiento y prevencion en la salud oral de estos nifios si
aun no existe ningun tipo de lesién y/o planes de tratamiento cuando ya hay

existencia de lesiones periodontales como gingivitis, periodontitis, entre otras.

Es de gran importancia, crear un enfoque de promocion y prevencion oral en los
nifios y que los padres de familia puedan aplicar esta educacién, de esta forma se
evitaria la aparicion de lesiones iniciales como gingivitis, caries dental, y que estas
en un futuro se lleguen a convertir en lesiones avanzadas y destructivas como la

periodontitis crénica o agresiva, pulpitis, periodontitis apical, entre otras.

Ademas, es de gran relevancia mencionar que los nifios estan rodeados de una
flora hospitalaria que podria alterar su estado de salud oral. Mediante esta
investigacion se busca encontrar resultados satisfactorios que demuestren dicha
relacion y asi se puedan romper paradigmas que contribuyan a nuestra formacion

profesional.

¢ Cual es el estado de colonizacion de las bacterias periodontopéticas en los nifios
hospitalizados y la relacion de estas con las lesiones periodontales iniciales?

12
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Objetivos.

Objetivo general: Determinar la presencia de bacterias del complejo rojo y
Fusobacterium nucleatum en nifios hospitalizados en la Unidad de Cuidados

Intensivos en el hospital infantil Napoledn Franco Pareja.
Objetivos especificos:

+ Determinar por medio de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) cudl
de estas bacterias es mas frecuente en nifios hospitalizados en UCI

+ Establecer la relacién que existe entre las la edad y el sexo con la presencia
de las bacterias del complejo rojo

+ Determinar las implicaciones de presentar las bacterias del complejo rojo en

boca y sus consecuencias a largo plazo.
Marco tedrico
Antecedentes

En la cavidad oral existe una gran diversidad de nichos ecolégicos donde las
bacterias desarrollan biofilms (dientes, lengua, mucosas, amigdalas, etc.). La
composicion y distribucion de los microorganismos en la boca depende de factores
fisico-quimicos (la humedad, el pH salival, la temperatura y el potencial de éxido-
reduccion), factores de adhesion para evitar los fendmenos de eliminacion natural
(entrada de comida y bebida, respiracién, flujo salival, higiene oral, descamacion
epitelial), factores nutricionales (obtencion de nutrientes por la dieta y por
secreciones del huésped) y factores protectores del huésped (la descamaciéon
celular, la saliva, la integridad de la mucosa, el sistema inmune) que llevan al limite

la supervivencia bacteriana en la boca.’

* Blanc V. BIOFILMS BUCALES’ 1-5 PAG Director Departamento de Microbiologia, DENTAID RESEARCH CENTER.

13
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El biofilm puede desarrollarse a partir de células plancténicas o bien a partir de otro

biofilm. Cuatro horas después de una limpieza profesional puede encontrarse que

entre el 60% y 90% de la superficie del diente est4 colonizado por especies del

género Streptococcus (S. sanguis, S. mitis, S. oralis, etc.).L’

Las bacterias del complejo rojo, especies mas virulentas y mas intimamente
relacionadas con el desarrollo de Biofilms Bucales 4 periodontitis, Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythia (Socransky et al., 1998).18

Se considera patégeno a aquella bacteria capaz de desafiar los mecanismos de
defensa del huésped, causar dafio y alterar el equilibrio entre el huésped y la

microflora oral. 18

En estas biomasas, los microorganismos coexisten, cooperan, interactian y se
comunican. La importancia clinica del intrincado ecosistema es que casi siempre
cambia el medio en el que se encuentran, lo cual induce a la rotura del equilibrio
que garantiza la salud Biofilms Bucales 5 periodontal bucal. En el caso de la
periodontitis, el sobre crecimiento de anaerobios proteoliticos que en condiciones
de salud se detectan en muy bajas concentraciones tanto en saliva como a nivel
subgingival, puede desencadenar reacciones de inflamacién y, a su vez, hacer al
surco mas proclive a padecer periodontitis. Ademas, mas alla de generar
infecciones confinadas al periodonto, las consecuencias del desarrollo de biofilm
patégeno en el surco se ha asociado a posibles efectos sobre enfermedades
sistémicas (cardiopatias, diabetes, osteoporosis, enfermedades respiratorias y

partos prematuros).’

* Bascones, A; Caballero, A. Actinobacillus Actinomycetemcomitans y Porphyromonas Gingivalis como principales patégeno
s periodontales. AVANCES EN PERIODONCIA. Vol. 12. 2000; 12,2: 69-75
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19.

Segun Socransky , los criterios para definir los patégenos periodontales incluyen: 1)
gue exista relacion con la enfermedad periodontal con incrementos en la cantidad
de microorganismos en sitios enfermos; 2) presencia de mejoria clinica tras la
eliminacién o disminucion de las bacterias del area subgingival; 3) presencia de
reaccion inmunitaria celular o humoral del huésped; 4) patogenicidad en modelos
animales experimentales; y 5) presencia de factores de virulencia que permitan que
el microorganismo generen destruccion de los tejidos periodontales RELACION
CON LA ENFERMEDAD PERIODONTAL. Las infecciones periodontales se
consideran infecciones bacterianas mixtas (2), causadas principalmente por
bacterias anaerobias gramnegativas. De todos los patdgenos periodontales
descritos, dos de ellos parece que estan mas claramente asociados a la
periodontitis:  Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa) y Porphyromonas

gingivalis (Pg).L
Marco conceptual

Este estudio se basa en la deteccion de las bacterias del complejo rojo en nifios de
edades entre 6 y 12 afios que se encuentren hospitalizados en UCI, con lo cual se
pretende relacionar la flora hospitalaria y las caracteristicas ambientales con la
presencia de las bacterias del complejo rojo. La presencia de estas bacterias se
asocia a las lesiones primarias que presentan mayormente personas adultas como,

por ejemplo: la periodontitis, la gingivitis, abscesos periapicales, entre otrasi?,

En la etiopatogenia de la periodontitis intervienen tanto microorganismos como la
respuesta inmune del huésped. Las bacterias colonizan los tejidos que rodean al

diente, encia marginal y surco gingival, formando biofilms o biopeliculas.

* Puig, M; Almerich, J; Montiel, J. ESTUDIO LONGITUDINAL DE LA RELACION ENTRE PRESENCIA DE BACTERIAS
PERIODONTOPATOGENAS Y ESTADO DE SALUD PERIODONTAL. TESIS DOCTORAL Departamento de Estomatologia
FACULTAD DE MEDICINA Y ODONTOLOGIA UNIVERSIDAD DE VALENCIA VALENCIA, 2015
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20.

Estas comunidades bacterianas situadas en la cavidad oral también se conocen
como placa dental. La placa supragingival esta relacionada con la gingivitis,
mientras que es la placa subgingival la que esta ligada a la periodontitis (Liebana,
Castillo & Alvarez 2004).22

En condiciones habituales existe un predominio de estreptococos orales (hasta un
82%) en equilibrio con los tejidos gingivales, y cuando éste se rompe surgen las
enfermedades gingivales. Todas ellas tienen en comun la presencia de una placa
inespecifica a nivel gingival que, junto al calculo, desencadenan el proceso
inflamatorio. La enfermedad periodontal evoluciona por brotes episddicos, sigue un
curso en etapas (desde una forma inicial a otra avanzada), tiene un caracter crénico

0 agresivo y es localizada o generalizada. (Liebana, Castillo &Alvarez 2004).2

Materiales y métodos.

Se realizé un estudio descriptivo de corte transversal. Previo a la recoleccion de
muestras, se tuvo la aprobacion del director de UCI del HOSPITAL INFANTIL
NAPOLEON FRANCO PAREJA. La poblacién de estudio fue conformada por nifios
gue se encuentran hospitalizados en sala de UCI DEL HOSPITAL INFANTIL
NAPOLEON FRANCO PAREJA. El tamafio de la muestra serd de 50 nifios
hospitalizados, escogiéndose por naturaleza histérica y eligiéndolos por
conveniencia.? criterios de inclusion: nifios en las edades entre 6 y 12 afos de
ambos sexos, estar hospitalizados en sala UCI- del hospital infantil Napoledn Franco
Pareja, tener presente en cavidad oral el primer molar permanente. Criterios de
exclusion: Pacientes que estén sujetos a terapia antibiotica. Pacientes que, de
acuerdo con el concepto médico, se encuentren en fase terminal no se seguiran

evaluando a fin de evitar molestias innecesarias para el nifio y su familia.

* Dangtuan, S; Rudney, J. Improved Multiplex PCR Using Conserved and Species-Specific 16S rRNA Gene Primers for
Simultaneous Detection of Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus, and Porphyromonas gingivalis/
JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 0095-1137/99/$04.0010 Nov. 1999, p. 3504—-3508
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21.

22.

Instrumento y recoleccion de datos: Se aplicaron en el proyecto dos
instrumentos: uno de ellos estuvo conformado por documentos y registros, en razén
de que, con nuestros resultados obtenidos, podemos establecer diferencias o
relaciones con las investigaciones previamente realizadas que abarcaban
metodologias y busqueda de resultados similares; otro instrumento fueron las
observaciones, debido a que, dentro de nuestros objetivos esta encontrar la relaciéon
entre las bacterias del complejo rojo y los nifios hospitalizados, por lo tanto podemos
analizar mediante los estudios de laboratorio la presencia o ausencia de estas. Se
realizo el examen intraoral en nifios seleccionados que estan hospitalizados en sala
de UCI del hospital infantii Napole6n Franco Pareja siguiendo los pardmetros
clinicos, tales como indice de biofilm y profundidad de sondaje. Se comenzé
aplicando revelador de placa bacteriana en un hisopo de algodon esteéril (Fig. 1) vy,
con este, se tifd toda la superficie coronal del primer molar inferior. Posteriormente
se retird la zona tenida (biofilm supragingival) utilizando una torunda de algoddn,
dejando toda la superficie coronal libre de biofilm supragingival (Fig. 2) y asi evitar
recolectar bacterias que se encuentran presentes en esa zona. Por ultimo, se
recolecté la muestra del biofilm subgingival utilizando una cureta de Gracey
llevdndola de mesial a distal en el surco gingival del érgano dentario, tratando de
recolectar la mayor cantidad de biofilm subgingival posible. La muestra se traslad6
inmediatamente a tubos estériles que contienen 500 ml de solucion salina esteéril
tamponada con fosfato (ph 7,8) a una temperatura de -20°C. Al final se transporto
en cavas refrigeradas con toda la precaucion posible al laboratorio de microbiologia
de faculta de Medicina de la Universidad de Cartagena, la cual se conservan a una

temperatura de -80°C para hacer un estudio mediante PCR.12 13, 21,22

* Mujica, C1; Castillo, M1; Daille, K; Fuentevilla, A; Bittner, M. 2/ Co-detection of Periodontal Pathogens in Chilean Patients
with Chronic Periodontitis/ Rev. Clin. Periodoncia Implantol. Rehabil. Oral Vol. 3(3); 118-122, 2010.

* Lyko, K; Bonfim, C; Benelli, EM; Torres-Pereira, CC; Amenabar, JM. Salivary detection of periodontopathic bacteria in
Fanconi's anemia patients. Anaerobe. 2013 Dec;24:32-5. doi: 10.1016/j.anaerobe.2013.09.005. Epub 2013 Sep 19.
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Tabla de variables.

Presencia

Ausencia

SEXO
Femenino
Masculino

EDAD
8 — 10 Afos
10 — 12 Afos

Extraccién de ADN

Se realizé por medio del kit: Saliva DNA Isolation kit — 50 Preps. Lo primero que se
hace es ensamblar una columna con uno de los tubos de recoleccion, luego aplicar
760 uL del lisado a la columna y centrifugar. Posteriormente, se descarta el flujo y
se vuelve a ensamblar la columna giratoria con su tubo de recoleccion vy, por ultimo,

se repite los 2 Ultimos pasos.

Se aplicé 500uL de la solucién de lavado A a la columna y se centrifugd durante 1
minuto a 8.000RPM (6800 x g). Se desecha el flujo y se vuelve a ensamblar la
columna giratoria con su tubo de recoleccion. Posteriormente se volvio aplicar
500uL de solucion del lavado A la columna y se centrifug6 por 1 minuto a maxima
velocidad, se elimin6 de nuevo el flujo y se vuelve a ensamblar la columna giratoria
con su tubo de recoleccién. Luego se gir6 la columna a los 2 minutos a una velocidad
maxima para secar completamente la columna. Después se puso la columna en un
nuevo tubo de elucion de 1,7 ml provisto con el kit. Luego se agregd 100 uL de
tampodn buffer de elucion a la columna y se incubd durante 5 minutos a 55° C. Se

centrifugo durante 2 minutos a 2000 RPM (425 x g). Seguido por un segundo giro
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durante 1 minuto a velocidad méaxima. Por ultimo la extraccion de ADN se almacend

a -4°C durante algunos dias, siguiendo las instrucciones del fabricante. 2
Andlisis de PCR

La muestra fue microcentrifugada a 8.000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante fue
desechado y el pellet se resuspendié e 250 microlitros de Lysis buffer (tampon). La
extraccion del ADN fue mediada por el método Boiling-Lysis y el sobrenadante se
us6 como plantilla para el ensayo de PCR. Los primers especificos de cada especie
trabajada. Cuya secuencia 5’ a 3'de los cebadores fueron: cebador directo para
treponema denticola (5-TAA TAC CGA ATG TGC TCA TTT-3’). El cebador directo
para Tannerella forsythia (5-TAC AGG GGA ATA AAA TGA GAT ACG-3). El
cebador directo para Porphyromonas gingivalis (5-TGT AGA TGA CTG ATG GTG
AAA ACC-3') fueron sumergidos como se sugiere en estudios previos.5,6 La mezcla
(50microL) para la deteccidén de 16 RNA para las 4 especies bacterianas tendran
5ul de x10 PCR Buffer (pH 8.4), 1 U tap ADN polimerasa (Bangalore genei, India.)
0.25 mMol/L de cada desoxirribonucleotidos (dNTP) (Medox Biotech India Pvt.,
Ltd.), 1.5 mM MgCl 2 (Sigma-Aldrich Pvt., Ltd.) 0.5 pM de cada primer(Sigma-
Aldrich Pvt., Ltd.) and 5 pl de la muestra. Las secuencias bacterianas encontradas
en Gen Bank con las secuencias del ADN de la muestra fueron usadas como
controles positivos y una alicuota de agua esterilizada fue usada como control
negativo. El proceso de PCR se realizé en 35 ciclos, el cual cada ciclo consistio en
desnaturacion (94°c por minuto), hibridacion (50°C por 1 min.) y la extension de los
primers (72°C por 1,5 min.). El producto amplificado fue detectado en un gel de

electroforesis. 13 21 22,

21. Mujica, C1; Castillo, M1; Daille, K; Fuentevilla, A; Bittner, M. 2/ Co-detection of Periodontal Pathogens in Chilean Patients
with Chronic Periodontitis/ Rev. Clin. Periodoncia Implantol. Rehabil. Oral Vol. 3(3); 118-122, 2010.

22* Lyko, K; Bonfim, C; Benelli, EM; Torres-Pereira, CC; Amendabar, JM. Salivary detection of periodontopathic bacteria in
Fanconi's anemia patients. Anaerobe. 2013 Dec;24:32-5. doi: 10.1016/j.anaerobe.2013.09.005. Epub 2013 Sep 19.

23. * Saliva DNA Isolation KIT- Preps. Product #RU45400. NORGEN BIOTEK CORPORATION.
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Electroforesis:

Una alicuota de 20 ul de muestras amplificadas de cada tubo de PCR se electroforé
través de un gel de agarosa al 2,3% (NuSieve 3: 1 Agarose; FMC Bioproducts,
Rockland, Maine) en tampon TBE (Tris-borato-EDTA) durante 1,8 h a 110 V Los
productos de amplificacién se visualizaron y fotografiaron bajo un transiluminador
de luz UV (Fotodyne, Hartlands, WI) después de 30 minutos de tincién con bromuro
de etidio (1 pg / ml). Los tamafios moleculares de las ampliaciones se determinaron
por comparacion con un marcador de tamafio molecular de ADN comercial (hUmero
XIV; Boehringer Mannheim). La fotografia (Polapan 55 PN; Polaroid) del gel se
determiné por la presencia o ausencia de ampliaciones del ADN, marcando un peso
molecular para Porphyromona gingivales de 672 pares de base, para Tannerella

forsythia de 426 pares de base y para Treponema denticola 316 pares de base (Fig.
4). 132122

Analisis estadistico

En este estudio se tomo un limite de significancia de P 0.05 e intervalo de confianza
del 95%, a partir de la prueba test de Fisher. No existié una asociacion estadistica

significativa al comparar las Bacterias A, B, C, D con el sexo y la edad.
Consideraciones éticas

Teniendo en cuenta los procedimientos de recoleccion de muestras que durante la
investigacién se realizaron en los nifios hospitalizados en sala de UCI del hospital
infantil Napoledn Franco Pareja, este proyecto se presentd al comité de ética del
Departamento de Investigacion de la Facultad de odontologia de la Universidad de
Cartagena, y esta dependencia dejé constancia de su inscripcion al igual que el
otorgamiento de su aval. A la vez también se acogié a las “Normas Cientificas,
Técnica y Administrativas para la Investigacion”. Establecidas en la resoluciéon No.
00843 de 1993 del ministerio de salud y considera de manera especial los aspectos
éticos involucrados en los articulos del 6 al 10 y segun el articulo inciso b, donde se

evidencia que esta es una investigacion con riesgo minimo paras los seres humanos
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gue seran estudiados. Ademas, se acoge a la resolucion 2378 de 2008 de las

buenas practicas clinicas del ministerio de la proteccién social.

Resultados

En los resultados del producto de PCR en las muestras clinicas tomadas en nifios
hospitalizados en UCI del HOSPITAL INFANTIL NAPOLEON FRANCO PAREJA de
la ciudad de CARTAGENA, en el periodo comprendido entre agosto del 2018 hasta
marzo del 2019.
De un total de 21 muestras recolectadas, de la cuales las 3 primeras se realizaron
con conos de papel y se hizo la extraccién de DNA con el KIT WIZARD. Genomif
DNA Purification de la marca promega. Y en el cual no hubo evidencia de
aislamiento de DNA. Posteriormente se continuo la toma de muestra utilizando
curetas de gracey y realizando procedimientos microbiolégicos, extraccion de DNA
por el Kit Saliva DNA Isolation de la marca NORGEN BIOTEK CORP. Y
seguidamente la reaccion en cadena de la polimerasa. Observandose que la
muestra clinica numero 1 resulto positiva para Porphyromonas gingivalis marcando
un peso molecular de 672 pares de base, para Tannerella forsythia marcando un
peso molecular de 426 pares de base. En la muestra nimero 3 resulto positiva para
Tannerella forsythia marcando un peso molecular de 426 pares de base. la muestra
clinica nimero 4 resulté positiva para Porphyromonas gingivalis marcando un peso
molecular de 672 pares de base y Treponema denticola marcando un peso
molecular 316 pares de base. La muestra clinica nimero 5 resultd positiva para
Treponema denticola marcando un peso molecular 316 pares de base. En la
muestra clinica nUmero 6 resulté positiva para Tannerella forsythia marcando un
peso molecular de 426 pares de base. Las muestras clinicas namero 9, 10, 14y 15
resulté positiva para Treponema denticola marcando un peso molecular 316 pares
de base. En las muestras clinicas numero 1, 2, 4, 10, 11, 12, 13, 14, 15 resulto

positiva para Fusobacterium nucleatum marcando un peso molecular 702 pares de
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base, en las muestras clinicas nimero 7,8 y 16 no hubo amplificacion para ninguna
bacteria (Fig. 5)

Muestras | A B C D SEXO EDAD
1 1 1 1 0 1 1
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 1 0 0 0
4 1 1 0 1 0 1
5 0 0 0 1 0 0
6 0 0 1 0 1 0
7 0 0 0 0 0 1
8 0 0 0 0 1 0
9 0 0 0 1 0 1
10 1 0 0 1 1 1
11 1 0 0 0 1 1
12 1 0 0 0 1 0
13 1 0 0 0 1 1
14 1 0 0 1 1 1
15 1 0 0 1 0 0
16 0 0 0 0 0 1

BACTERIA: A (Fusobacterium nucleatum), B (Porphyromona gingivalis), C
(Tanarella forsythia) D (Treponema denticola); Presencia (1), Ausencia (0). SEXO:
femenino (0), masculino (1). EDAD: 8-9 afios (1), 10-12 aiios (0)

Una vez tabulados los datos en una tabla matriz, en Office Excel version 2016, estos
fueron sometidos a la prueba exacta de FISCHER con la ayuda del programa SPSS

V23, y se tuvo un nivel de confianza de p < 0,005.

Asociacion de la presencia de las bacterias con las variables (edad y sexo) (tabla
1).

¢ No hubo asociacion estadistica significativa entre Fusobacterium nucleatum
(bacteria 1) y el sexo (p= 0,615), ni tampoco con la edad (p= 0,615).

e Entre Porphyromonas gingivalis (bacteria 2) y sexo, tampoco hubo
asociacién estadistica significativa. (p=1,0); igualmente no hubo asociacion
con la edad (p=0,475).
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¢ Deigual forma, no hubo asociacion estadistica significativa, entre Tannerella
forsythia (bacteria 3) y sexo (p= 1,00); tampoco con la edad (p=0,550).

e No hubo asociacion estadistica significativa entre Treponema denticola
(bacteria 4) y el sexo (p= 0,302); tampoco hubo asociacién con la edad
(p=0,451).

Asociacion de la presencia de 2 bacterias con las variables (tabla 2).

e No hubo asociacién estadistica significativa entre el Fusobacterium
nucleatum (bacteria 1) y Porphyromonas gingivalis (bacteria 2) con el sexo
(p = 1,00), ni con la edad (p= 0,475).

¢ No hubo asociacién estadistica significativa entre Fusobacterium nucleatum
(bacteria 1) y Tannerella forsythia (bacteria 3) con el sexo (p= 1,00), ni con la
edad (p= 1,00).

¢ No hubo asociacion estadistica significativa entre Porphyromonas gingivalis
(bacteria 2) y Treponema denticola (bacteria 4) con el sexo (p= 0,438) y la
edad (p= 1,00).

Asociacion de la presencia de 3 bacterias con las variables (tabla 3).

e No hubo asociacion estadistica significativa entre la presencia del

Fusobacterium nucleatum (bacteria 1), la Porphyromonas gingivalis (bacteria
2) y Tannerella forsythia (bacteria 3) con el sexo (p= 1,00) y la edad (p=
0,475)

Discusion

De acuerdo a los postulados de kock, descrito po Volcy en 2008 (25). donde

plantea que la presencia de la bacteria debe indicar la patologia, que una bacteria

no aparece en otra enfermedad fortuitamente y qué ademas de estar aislado del

huésped y es cultivado puede inducir a la enfermedad de nuevo. Pero como estos

postulados en la enfermedad periodontal no se cumplen, sokransky: Propuso

otros para la etiologia de la enfermedad periodontal, donde, ademas de estar

presente la bacteria, estas deben estar en grandes cantidades, tener suficientes
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factores de virulencias y debe existir una respuesta inmune en la zona afectada.
En la presente investigacion, se estudio la presencia de las bacterias del complejo
rojo en nifios hospitalizados en UCI de un hospital infantil, porque, al encontrar
presente algunas de estas bacterias en un niflo aumentan el factor de riesgo para
haya una disbiosis del periodonto a edad temprana, y asi, posteriormente se

llegue la enfermedad periodontal.

Los porcentajes para la prevalencia de las bacterias del complejo rojo para por lo
menos 1 bacteria fueron: el Fusobacterium nucleatum se hizo presente en un 56%,
Treponema denticola en 37%, Tanarella forsythia 18%, Porphyromona gingivalis en

12%. Siendo las bacterias del complejo rojo las més importantes.

Los resultados de este estudio muestran que la Porphyromona gingivales se hizo
presente en un 12% de las muestras que se realizaron en nifios de 6 a 14 afos, lo
cual contrasta con los resultados arrojados por Cortelli en 2012 y col® y kimura y
col. en el 200228 que no hallaron la Porphyromona gingivales en ninguna de las
muestras tomadas en nifios de 6 a 13 afios. Pero concuerda con kulekci y col. en
200827 que encontraron una prevalencia de Porphyromona gingivalis de 12%. A su
vez, también difiere con el estudio de Ponnudurai y col. en 201312 porque aqui en
este estudio analizaron 100 nifios 50 sanos y 50 con diabetes tipo 1 y la prevalencia
de Porphyromonas gingivalis fue del 2% y del 4% en ambos grupos

respectivamente.

La prevalencia de Tanarella forsythia fue del 18% y al compararlo con kulekci?
discrepa, debido a que no se hallé Tanarella forsythia en ese estudio. También difirié
con cortelliZ® porqué en esa investigacion la prevalencia fue mucho mas alta con
52% y con Ponnudurail2 que al analizar la prevalencia de Tanarella forsythia en 50
nifios sanos y 50 con diabetes se observO un porcentaje de 34% y 34%

respectivamente.

Treponema denticola se hizo presente con una prevalencia del 37% en las muestras

tomadas, contrasta con los resultados informados por cortelli2, por este tener un
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24.

25.

26.

27.

28.

29.

porcentaje prevalencia de 54%. a su vez, tuvo concordancia con Ponnudaril3 y
kulecki y col.Z cuando en estos estudios se observa una prevalencia de 37% y 32
% respectivamente de Treponema denticola y contrasté con los resultados Kimura28

porgue aqui, no se observo esta bacteria.

En los resultados también se hizo presente el Fusobacterium nucleatum, una
bacteria del complejo naranja que hace parte esencial de etiopatogenia de la
enfermedad periodontal. Tuvo una prevalencia del 56%, similar al estudio de Duque
y col. En el 20172 donde este microorganismo fue detectado en la mitad de las
muestras estudiadas. Ademas, se ha demostrado que a nivel sistémico esta
bacteria puede llegar a causar cardiopatia, endocarditis infecciosas, meningitis y
artritis como los menciona Barca y col. En el 201722,

Al observar la correlacion que existe entre la colonizacion de estas bacterias con el
sexo se observl que no existe una asociacion significativa y al compararla con los

estudios de Kulekci?’ y gafan y col. en el 200422, estos fueron similares

La relacion de las bacterias del complejo rojo con la edad no tuvo una asociacion
estadistica significativa, a diferencia con el estudio de Papaioannou y col. en 200912

que si tuvo una relacion importante.

* Cortelli, J; Fernandes, C; Costa, F; Cortelli, S; Kajiya, M; Howell, S; Kawai, T. Detection of Periodontal Pathogens in
Newborns and Children with Mixed Dentition. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2012 Jun; 31(6): 1041-1050.

* Kimura, S; Ooshima, T; Takiguchi, M; Sasaki, Y; Amano, A; Morisaki, I; Hamada, S . Periodontopathic bacterial infection in
childhood. J Periodontol. 2002 Jan.

* Kulekci, G; Leblebicioglu, B; Keskin, F; Ciftci S; Badur, S. Salivary detection of periodontopathic bacteria
in periodontally healthy children. Anaerobe. 2008 Feb;14.

* Duque, C; Joao, M; Camargo, G; Teixeira, G; Machado, T; Azevedo, R; Mariano, F; Colombo, N; Vizoto, N; Matto-graner, R.
Microbiological, Lipid and Immunological profiles in children with gingivitis and type 1 diabetes mellitus. J Appl Oral Sci. 2017
Mar-Apr.

* Barca, L; Javier Miguelena Hycka, J; Javier Cobo Reinoso, J; Jose Romero Vivas, J. Fusobacterium nucleatum - induced
Endocarditis. Rev. Colomb. Cardiol. vol.24 no.5 Bogota Sep./Oct. 2017.
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Como el objetivo de este estudio no fue comparar con una patologia asociada,
simplemente fue determinar la presencia o no presencia de estas bacteria, no
aparecen sefialadas las patologias de cada paciente muestreado. Pero el comun de

esa poblacion era que todos estaban en UCI con patologias diversas.
Consideraciones clinicas.

En el presente estudio se observa una prevalencia alta de bacterias
periodontopaticas en las muestras analizadas mediante una PCR por medio de unos
marcadores de peso molecular especificos, descritos por Ponnuduraits. Por tal
motivo esta investigacion lo asocia a las condiciones sistémicas de la poblacién
estudiada, como: paralisis cerebral, cardiopatias, enfermedades respiratorias,
diabetes mellitus tipo 1 y acompafnados de sus largas estancias en UCI donde la
higiene oral pasa a tener menor relevancia por su enfermedad. Por lo tanto, en

proximos estudios se puede demostrar esta relacion.

Conclusion.

Existe una alta colonizacion temprana de bacterias periodontopaticas en esta
poblacion que se encuentran hospitalizados en UCI, a pesar de que estan bajo un
protocolo estricto de bioseguridad. Por lo tanto, al estar presentes, aumentan el
factor de riesgo para que se origine la enfermedad periodontal o en el peor de los
casos, agrave la condicidn sistémica de los nifios. Y esto se debe, a que no existe

un protocolo de manejo hospitalario de la higiene en cavidad oral.

Recomendaciones

Llevar acabo mas estudios microbioldgicos en nifios hospitalizados en UCI donde
se tenga en cuenta la enfermedad de base y relacionarla con la aparicion de estas

bacterias periodontopatica
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Anexos

Figura 1. Diente tefiido con revelador de biofilm e hisopo de algodén estéril.
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Figura. 2. Eliminacion  del bioflm  supragingival con  algodon

estéril para no contaminar la muestra del biofilm subgingival.
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Figura 3. Toma de biopelicula subgingival con cureta de gracey.
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Figura 4. Marcador de peso molecular 100 pb; L2: Control positivo F.n. (ATCC
25586) P.g (ATCC 33277), T.f. (ATCC 43037) T.d (ATCC 33520); L3 a L18:

muestras clinicas de biopelicula subgingival y L19: control negativo.
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Tablas.

Tabla 1. Asociacion de las bacterias con las variables (sexo y edad).

Bacterias Sexo Edad Valor de p
Presencia Ausencia Masculino femenino 8-9 10- Sexo Edad
afios 12
anos
F nucleatum 9 7 6 3 3 6 P=100 p=
0615
P gingivalls 2 14 1 1 0 2 P=100 P=
0,475
T forsyihia 3 13 2 1 2 1 P=100 P=
0,550
T denticola ) 10 2 4 2 4  P=0302 P=
0,451

Tabla 2. Asociacion de la presencia de 2 bacterias con las variables (sexo y edad).

F.n (Fusobacterium nucleatum), P.g. (Porphyromonas gingivalis), T.f. (Tannerella
forsythia), T.d. (Treponema denticola).

Bacterias Sexo Edad Valor de

Presencia Ausencia Masculino femenino 8-9 10- Sexo Edad
afios 12
afios

En—-Pa 2 14 1 1 0 2 P= p=
1,00 0,475

En - LE 1 15 1 0 0 1 P= P=
1,00 1,00

Pg—Td 1 15 0 1 0 1 P= P=
0,438 1,00
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Tabla 3. F.n (Fusobacterium nucleatum), P.g. (Porphyromonas gingivalis), T.f.
(Tannerella forsythia)

Bacterias Sexo Edad Valor de p
Presencia Ausencia Masculino femenino 8-9 10- Sexo Edad
afios 12
afnos
En —-Pg- LI 2 14 1 1 0 2 P= p=
1,00 0,475
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