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Trabajo de Investigacion

Bacilos Gram Negativos No Fastidiosos en la Microbiota
Subgingival y Lingual en un Grupo de Pacientes Chilenos
con Periodontitis

Non Fastidious Gram Negative Rods in the Subgingival and Lingual Microbiota in a
Group of Chilean Periodontitis Patients

Silva N', Gajardo M', Quintero A

RESUMEN

Antecedentes y objetivos: Las periodontitis son un grupo de patologias que afectan los tejidos de soporte del diente. Diferentes especies de la micro-
biota subgingival se han asociado con los tipos de periodontitis. El aislamiento de bacilos Gram negativos no fastidiosos en sacos periodontales es un
tema importante ya que algunas de estas especies podrian contribuir como causa principal a fracasos de la terapia periodontal. También es un foco
de interés ubicar reservorios de estas bacterias como fuente principal de infeccion del saco periodontal. Asi, el objetivo de este trabajo fue determinar
la presencia/ausencia de bacilos Gram negativos no fastidiosos en sacos periodontales y en el dorso lingual de un grupo de pacientes chilenos con
periodontitis.

Material y Método: Se tomaron muestras subgingivales de 4 sitios periodontalmente afectados y de dorso de lengua, a 27 pacientes con periodontitis.
Las muestras fueron depositadas en RTF a 4 °C para ser procesadas.

Resultados: Se obtuvo una coincidencia de un 77,7% (p= 0,0038) entre la presencia/ ausencia de bacilos Gram negativos no fastidiosos en saco pe-
riodontal y dorso lingual. 38,4% de los pacientes presentd Alcaligenes faecalis y 30,8% de ellos, Escherichia coliy Pseudomona aeruginosa.
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ABSTRACT

Background and aims: Periodontitis are a group of pathologies that affect support tissue of tooth. Different periodontopathic bacterial species of the
subgingival microbiota has been associated with periodontitis but, at this time a great relevance has also been atributed to the presence of non- fastidi-
ous Gram negative rods in periodontal pockets,because these species could be a major cause of periodontal therapy failure,it was very interesting to
localize the oral reservorie of it, in order to contribute to control the periodontal pocket infection. Thus, the aim of this work was to determine the pre-
sence and/or absence of non fastidious Gram negative rods in both, periodontal pockets and lingual dorsum of 27 chilean periodontitis patients.
Patients and Method: 27 periodontal patients were recruited. Lingual dorsum and subgingival plaque samples were obtained and deposited in cold
RTF (4°C) until proccessing.

Results: 77,7% ( p= 0,0038) of coincidence between presence and/or absence of non-fastidious Gram negative rods in both periodontal pocket and
lingual dorsum was found.38,4% of these patients harbored Alcaligenes faecalis and 30,8% of them, Escherichia coli and Pseudomona aeruginosa.
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INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad infecciosa del periodonto
causada tanto por el sobrecrecimiento de patégenos periodontales en la
microbiota subgingival de individuos susceptibles como por la respuesta
inmuno-inflamatoria local estimulada por ellos. Hay dos formas clinicas
de periodontitis, periodontitis agresiva y periodontitis crénica, caracteri-
zadas por una destruccion progresiva de los tejidos periodontales: encia,
cemento radicular, ligamento periodontal y hueso alveolar. Ambas se
pueden presentar en forma localizada o generalizada y pueden even-
tualmente conducir a la pérdida de una o mas piezas dentarias(?). Las
bacterias asociadas con periodontitis son en su mayoria bacilos Gram
negativos anaerdbicos fastidiosos, entre los cuales se encuentra Por-
phyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis, Treponema denticola y
Prevotella intermedia/nigrescens. Aggregatibacter actinomycetemcomi-
tans, microaerofilico, también se encuentra asociado a periodontitis(3‘1°).
Aunque el analisis microbiologico de la microbiota subgingival no siem-
pre es necesario para diagnosticar y tratar a la mayoria de los pacientes
con periodontitis, dicho estudio es de gran utilidad cuando se trata a

pacientes que responden mal, que son refractarios a la terapia conven-
cional o que presentan una rapida progresion de la enfermedad('-12).En
un estudio de Colombo et al, (n=94) los pacientes refractarios
constituyeron un grupo heterogéneo en cuanto a su microbiota periodon-
tal predominante pero tenian en comdn una menor prevalencia de los
periodontopatégenos “clasicos” y la presencia inusual de otros tipos bac-
terianos(13). Al respecto, en los Ultimos afios se ha asignado una gran
importancia al aislamiento de bacilos Gram negativos (BGN) no fastidio-
sos potencialmente patogénicos en otros sitios del cuerpo, desde sacos
periodontales de pacientes que muestran baja respuesta al tratamiento
periodontal convencional('3-19). También se ha reportado que ademas
de los tejidos periodontales, este tipo de bacterias podria colonizar y
sobrecrecer en otros nichos ecolégicos bucales como el dorso lingual
a consecuencia por ejemplo del desbalance en la microbiota habitual,
producido por tratamiento con antimicrobianos sistémicos(@%2"). Por otra
parte, el dorso lingual es uno de los nichos ecoldégicos mas complejos
de la cavidad bucal, y del organismo en general, en cuanto a cantidad
y variedad de su microbiota®?.Es asi que a partir de muestras de esta
microbiota se han aislado especies microbianas caracteristicas de otros
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nichos ecoldgicos tanto orales como del resto del organismo. Entre estas
especies se incluyen patégenos periodontales clasicos, bacilos entéricos
y hongos unicelulares. Es por ello que el dorso lingual se puede constituir
en un reservorio potencial de microorganismos, tanto para la recoloniza-
cion del periodonto después de la terapia periodontal convencional como
para la colonizacion del saco periodontal por bacterias inusuales, propias
de otros habitat del cuerpo®324). Esto podria explicar que especies de
las familias Enterobacteriaceae, Pseudomonaceae y otros bacilos Gram
negativos no fermentadores se hayan aislado de sacos periodontales
en pacientes de USA y Suecia®®2%), Rumania®”), Santo Domingo(2®),
Sudan®9 y Chile®®®. De acuerdo a lo anterior, el objetivo de este trabajo
fue determinar la ocurrencia de bacilos Gram negativos no fastidiosos en
muestras de saco periodontal y dorso lingual en un grupo de pacientes
chilenos con periodontitis con el fin de establecer una posible asociacion
entre la presencia simultanea de estas bacterias en ambos sitios de la
cavidad oral de los pacientes. Esta informacién permitira al clinico re-
orientar tanto el protocolo de tratamiento como las indicaciones sobre
la mantencién periodontal, frente a pacientes con baja respuesta a la
terapia periodontal convencional, periodontitis refractaria o periodontitis
rapidamente progresiva.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

Se seleccion6 un total de 27 pacientes con periodontitis entre
quiénes acudieron a la Escuela de Graduados de la Facultad de Odon-
tologia de la Universidad de Chile y al Centro de Diagnéstico y Trata-
miento Eloisa Diaz, del Servicio de Salud Metropolitano Norte de
la Regién Metropolitana en Santiago, Chile. En este grupo habia 20
mujeres y 7 varones, cuyas edades fluctuaron entre los 13 y 52 afios.
Se excluyé pacientes que hubiesen recibido algun tipo de tratamiento
periodontal y antibioticoterapia sistémica o terapia antiinflamatoria no-
esteroidal en los ultimos 6 meses. También se excluyé del estudio a em-
barazadas y a pacientes con enfermedades sistémicas. El protocolo de
investigacion fue explicado a todos los pacientes quiénes firmaron un
Consentimiento Informado, revisado y aprobado por la Facultad de O-
dontologia de la Universidad de Chile. De acuerdo al protocolo, todos los
pacientes iniciaron su tratamiento periodontal dos semanas después de
detectada la enfermedad.

Parametros clinicos

Los parametros clinicos fueron evaluados en este estudio,
siempre por el mismo investigador (AQ) especialmente calibrado para es-
tos fines, fueron nivel de insercion clinica (CAL), profundidad al sondaje
(PD), acumulacién de placa supragingival (Pl) y sangramiento al sondaje
(BOP). CAL y PD fueron medidos con una sonda electrénica computa-
rizada (Florida Probe Corporation, Gainesville, FI, USA). Se examinaron
seis sitios en todos los dientes de cada paciente, con exclusion de los
terceros molares: mesiobucal, bucal, distobucal, distolingual, lingual y
mesiolingual.

Muestras de placa subgingival

Las muestras de placa subgingival de cada paciente, fueron
obtenidas a partir de 4 sitios periodontalmente afectados (uno por cua-
drante), con una profundidad de saco mayor a 5 mm y una perdida de
inserciébn mayor a 3 mm. Después de aislar cada sitio, con torulas de
algodén y secar con aire, los depositos supragingivales fueron total-
mente removidos con curetas (Hu Friedy, Gracey, USA). Las muestras
subgingivales fueron obtenidas insertando dos conos estandarizados N°
30 estériles (Johnson & Johnson, USA), en las zonas mas profundas
del saco periodontal durante 20 s. Las cuatro muestras de cada pa-
ciente (8 conos) se depositaron en un vial conteniendo 2 ml de Medio
de Transporte frio (RTF) sin EDTA. Los viales con las muestras, fueron
mantenidos siempre a 4°C para ser transportados al Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile,
y ser procesados inmediatamente dentro de las 3 horas siguientes a la
toma de muestra.

Muestras de dorso Lingual
Las muestras provenientes desde el dorso lingual, fueron
obtenidas arrastrando un rollo de algodén estéril, desde la zona posterior
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de la lengua hasta la punta, a través de la linea media por 10 seg. (31)
Luego, el algodon se depositd en un vial conteniendo 2 ml de RTF sin
EDTA, Los viales con las muestras, fueron mantenidos siempre a 4°C y
procesados, como en el caso anterior.

Procedimientos Microbiolégicos

Las muestras de placa subgingival y de dorso lingual, fueron
dispersadas, mediante agitacion maxima (Thermolyne maxi mix Il type
37600 ,IOWA USA) en vortex durante 45s y luego diluidas en forma se-
riada hasta 10* y 108 respectivamente en PBS. Alicuotas de 100 pl de
las diluciones apropiadas, (10 y 10 para placa sub gingival, 10-%y 10°
para dorso lingual) fueron sembradas en agar sangre menadiona—hemi-
na para el recuento de la microbiota periodontal total cultivable®? y agar
Mc-Conkey para la deteccion de bacilos Gram negativos no fastidiosos.
Las placas de agar sangre hemina-menadiona fueron incubadas a 35°C
en jarra con generador de anaerobiosis, por 14 dias, mientras que el agar
Mc- Conkey se incub6 en aerobiosis a 35°C por 24 a 48 hr. La cantidad
de microbiota cultivable total se expres6 como UFC/ ml de medio de
transporte y el recuento diferencial de especies se expresé como porcen-
taje de la microbiota total. La identificacion de las especies aisladas, se
realizé mediante el aspecto colonial y microscépico y el uso de galerias
comerciales, APl 20 E y API 20 NE (Biomerieux) para los bacilos Gram
negativos no fastidiosos (siguiendo las indicaciones del fabricante).

Analisis Estadistico

Los parametros clinicos CAL, PI, PD, BOP obtenidos para cada
paciente, en los grupos PA y PC, fueron analizados comparativamente
usando el test T, para datos no pareados. En este estudio se consideré al
paciente como unidad de observacioén. Para los bacilos Gram negativos
no fastidiosos se utilizd el X? para variables nominales. Los resultados se
expresaron como promedios y desviaciones standard.

RESULTADOS

Se estudiaron 27 pacientes con periodontitis, 14 (51,9%) pre-
sentaban periodontitis agresiva (PA) y los 13 (48,1%) restantes periodon-
titis crénica (PC).Los criterios utilizados para clasificar a los pacientes,
en una u otra entidad clinica se presentan en la tabla |. Los parametros
clinicos de los pacientes se presentan en la tabla Il expresados como
promedios y desviacion estandar, pudiéndose observar valores similares
en pacientes con PA 'y con PC, excepto para el indice de sangramiento
al sondaje (BOP) que presento una diferencia estadisticamente signifi-
cativa (p=0,015). El porcentaje de ocurrencia (prevalencia) de BGN no
fastidiosos en saco periodontal y dorso lingual en el total de pacientes
estudiados se presenta en la tabla Ill. Se puede observar que el 48,1%
de los pacientes presentd bacterias de este tipo tanto en saco periodon-
tal como en dorso lingual; el 7,4% de ellos las present6 solo en saco
periodontal y el 14,8% soélo en dorso lingual. En el 29,6% de los pa-
cientes no se aisl6 BGN no fastidiosos. Asi, el porcentaje total de coinci-
dencia aislamiento-no aislamiento en ambas muestras por paciente fue
de 77,7%, estableciéndose una diferencia estadisticamente significativa
con respecto al 22,3% de no coincidencia (p=0,0038). Al considerar en
forma separada los grupos de pacientes con PA (n=14) y con PC (n=13)
los porcentajes se distribuyeron de manera similar, no se observaron di-
ferencias significativas entre la coincidencia aislamiento / no aislamiento
entre ambas entidades clinicas (p=0,21). La tabla IV muestra el porcen-
taje de ocurrencia de las tres especies de BGN no fastidiosos aisladas
en este estudio. Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa fueron ais-
ladas en el 30,8% de los pacientes, tanto en saco periodontal como en
dorso lingual. Alcaligenes faecalis también se aislé en ambos sitios, en
el 38,4% de los pacientes. En el grupo estudiado, se obtuvo un 100%
de correlacion en el tipo de especie bacteriana aislada simultaneamente
en saco periodontal y dorso lingual. El porcentaje de aislamiento de cada
una de estas especies en saco periodontal con respecto a la microbiota
total cultivada fue de 9,8% para E.coli, 16,8% para P.aeruginosa 'y 2,8%
para A.faecalis (tabla V).



TABLA I. Criterios clinicos de periodontitis.

Periodontitis agresiva
localizada

La edad de inicio se estima en sujetos
con <20 afios edad, a través de examen
clinico periodontal y entrevista personal.
Existe pérdida de insercion clinica 24
mm en dos 0 mas primeros molares y/o
incisivos, y ausencia de pérdida de
insercion en caninos, premolares o
segundos molares.

Periodontitis agresiva
generalizada

La edad de inicio se estima en sujetos
mayores de 30 afios, a través de un
examen clinico y entrevista personal.
Existe pérdida de insercion clinica
24 mm en dos 0 mas primeros molares
y/o incisivos, hay pérdida de insercién
también en caninos, premolares
o segundos molares.

Periodontitis cronica
generalizada

La edad de inicio se estima en sujetos
mayores de 35 afios, a través de un
examen clinico y entrevista.Pérdida de
insercion clinica 24 mm se observa

en al menos el 30% de los dientes
presentes en la boca del paciente.

TABLA Il. Valor promedio y desviacion standard de los parametros clini-
cos evaluados en este estudio.

Parametros Clinicos |Valor promediot SD Valor promediot SD
Periodontitis agresiva Periodontitis cronica
(n=14) (n=13)

Nivel de insercion 3,36+0,60 3,37+0,87

Clinica (NIC)

Profundidad al sondaje 3,44+0,66 3,12+0,52

(mm) (PD)

indice de placa (PI) 47,49+10,1 58,26+19,2

Sangramiento al sondaj 39,26+9,9 54,65+19,*

(BOP) e|

*p=0,015

TABLA lIl. Ocurrencia subgingival y lingual de Bacilos Gram negativos
no fastidiosos en el total de pacientes estudiados y porcentajes de
coincidencia y de no coincidencia, aislamiento / no aislamiento entre
saco periodontal y dorso lingual.

Pacientes Saco periodontal | Dorso lingual | Porcentaje
13 + + 48,1

8 - - 29,6

2 + - 7.4

4 - + 14,8
aismentolng a- s
lamiento

Total no coincidencia 223

*p = 0,0038 con respecto al 22,3% de no coincidencia.

Bacilos Gram Negativos Subgingival y Lingual

TABLA IV. Especies aisladas de Bacilos Gram negativos no fastidiosos
en saco periodontal y dorso lingual en el mismo paciente.

Porcentaje de aislamiento

Especie Saco periodontal Dorso lingual
Escherichia coli 30,8 30,8
Pseudomona aeruginosa 30,8 30,8
Alcaligenes faecalis 38,4 38,4

TABLA V. Porcentajes promedio de aislamiento de cada una de estas
especies en relacion a la microbiota total cultivable en el grupo de pa-
cientes (n =27).

Especie %

E.coli 9,8%

P.aeruginosa 16,8%

A. faecalis 2,8%
DISCUSION

Nuevas especies de bacterias con un potencial poder pa-
togénico se han aislado de los sacos periodontales de pacientes con
periodontitis. Esto, junto con el aislamiento de virus y de hongos unice-
lulares, hace aun mas complejo el cuadro de la etiopatogénesis de esta
enfermedad y por ende se complica también el diagnéstico, tratamiento
y prevencion de esta patologia. La periodontitis en su forma agresiva y
cronica afecta a mas del 95% de la poblacion a nivel mundial y a mas del
98% en Chile®. Siendo una de las patologias infecciosas mas preva-
lentes en el ser humano junto con la caries dental y sabiendo que su
etiologia radica en el establecimiento de una compleja microbiota organi-
zada como biopelicula a nivel subgingival, es de gran relevancia poder
discernir si patégenos periodontales clasicos, microorganismos inusuales
0 una combinaciéon de ambos son los responsables de su manifestacion
clinica, de su recurrencia o fracaso del tratamiento. Este conocimiento
permitiria al odont6logo, en base a un diagnéstico mas certero, enfocar
mejor la terapia periodontal y disminuir los casos de no respuesta y de
recurrencia de la enfermedad. En este estudio, a diferencia del 13,5% de
portaciéon de bacilos entéricos y pseudomonaceas en pacientes con pe-
riodontitis avanzada del adulto reportado por investigadores en USA, se
encontrd que el 55,5% de los pacientes (15 de 27) albergaban BGN no
fastidiosos en la microbiota subgingival de saco periodontal y el 62,9%
(17 de 27) en el dorso lingual. Tomados en conjunto, el 70,3% de los
pacientes presenté BGN no fastidiosos en saco periodontal, en dorso lin-
gual o en ambos. Soélo en el 29,6% de los pacientes no se aislo6 este tipo
de bacterias, sugiriendo una mayor prevalencia de patdégenos inusuales
en nuestro pais acompafando a los periodontopatégenos clasicos en el
saco periodontal.

El porcentaje de coincidencia (presencia/ausencia) de estas
bacterias en saco periodontal y dorso lingual fue 77,7% en contraste con
el 22,3% de no coincidencia. La diferencia estadisticamente significativa
entre estos valores apoya la hipétesis de una asociacion entre la presen-
cia/ausencia de BGN no fastidiosos en saco periodontal y dorso lingual.
Y de este ultimo como probable sitio reservorio de patégenos oportunis-
tas en cavidad bucal. Todo esto es consistente también con el postulado
de translocacion intraoral de patéogenos periodontales para explicar la
recolonizacion de los sitios subgingivales después del tratamiento pe-
riodontal(34-38),

Las especies de BGN no fastidiosos aisladas en este estu-
dio, fueron P.aeruginosa, E.coli y A.faecalis, en coincidencia con algu-
nas de las especies aisladas por otros autores en diversas regiones del
mundo(19:20.26.28.38) Estas especies, principalmente Paeruginosa, poseen
muchos factores de virulencia que podrian causar dafio a nivel periodon-
tal("® y podrian explicar la no respuesta al tratamiento convencional. En
este contexto es de gran importancia el hallazgo reportado en la literatura,
que un 86,5 a 95% de los bacilos entéricos aislados de cavidad bucal
mostraban resistencia a los niveles terapéuticos de Tetraciclina, Peni-
cilina G y Eritromicina('®) y que, posterior al tratamiento con antibiéticos 7
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de este tipo, ocurria un sobrecrecimiento de estas bacterias en la micro-
biota subgingival®"). También se demostré que amoxicilina mas acido
clavulanico y doxiciclina eran poco efectivos para eliminar P.aeruginosa 'y
otras especies de enterobacterias, permitiendo la sobrevivencia selectiva
de estos oportunistas(@0).

Asi, tomados en conjunto, estos resultados muestran que en
nuestro pais la presencia de patégenos inusuales, en sacos periodontales
y dorso lingual en un grupo de pacientes con periodontitis tales como los
BGN no fastidiosos podria influir en la baja o nula respuesta al tratamiento
convencional como también en los casos de recurrencia de la enfermedad.
Dado lo anterior, es interesante considerar la probable presencia de BGN
no fastidiosos en los casos mencionados por lo que sugiere el andlisis de
la microbiota presente en saco periodontal y estudios de susceptibilidad
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en el caso de aislamiento de estos patogenos. Asimismo, como nuestros
datos indican, es de gran relevancia considerar el dorso lingual como re-
servorio posible de patégenos periodontales tanto clasicos como inusuales
al momento de definir el tratamiento, hecho que justifica la desinfeccién de
boca completa sugerida por otros autores(@140.41).
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