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RESUMEN

El papel en la Patogénesis en la Enfermedad
Periodontal, de determinadas bacterias
gram-negativas (Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Bacteroides gingivalis y
Bacteroides intermedius) ha sido comentado en
numerosos estudios. La presencia de estos patdégenos
en formas agresivas o avanzadas de la enfermedad
podria llevarnos a conocer zonas de actividad, emitir
un pronostico al poder conocer la respuesta al
tratamiento utilizandolas como marcadores.
Partiendo de esta hipotesis, hemos comparado el
papel alternativo o complementario que puede tener
la utilizacion de sonda ADN en el diagnéstico de
estos tres patogenos frente a métodos
microbiolégicos tradicionales.
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ABSTRACT

The role of the pathogenesis in the periodontal
disease of some gram-negatives bacteria
(Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacteroides
intermedius and Bacteroides intermedius) bas been
treated in a lot of studies.

The presence of these pathogens in agressive or
advanced types could lead us to know activily areas,
or make a prediction using them as markers.
Strarting with hypothesis, we have compared the
alternative or complementary role that can bave the
using of the DNA probe detection in the diagnostic of
these three (pathogens) compared with other
microbiological tradicional methods.
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Figura 1. Introduccion de la punta de papel en el espacio
subgingival para la obtencion de la muestra.

INTRODUCCION

La periodontitis de Ripida Progresion, es una forma
particularmente destructiva de enfermedad periodon-
tal, con fases de inactividad y otras de recidiva. El papel
en la patogénesis de determinadas bacterias gram-ne-
gativas (Actinobacillus actinomycetemcomitans, bac-
teroides gingivalis y bacteroides intermedius) han sido
comentado en numerosos estudios2345, Los rasgos
clinicos no pueden separar por si mismos infecciones
periodontales diferentes, ni asegurarla actividad o inac-
tividad de determinadas lesiones. El estudio de estos
patdgenos presentes en las formas agresivas o avanza-
das de la enfermedad podria llevarnos a conocer las
zonas de actividad, condicionando su presencia una
terapéutica especifica con antimicrobianos ademas del
tratamiento actual: la emisién de un pronéstico al poder
conocer la respuesta al tratamiento utilizindolos como
marcadores; la utilizacion en campanas de profilaxis
general al detectar en fases procesos las personas con
riesgo de desarrollar enfermedad en el futuro.

Partiendo de esta hipotesis valoramos el papel alter-
nativo o complementario que puede tener la utilizacion
de sondas de ADN en el diagnoéstico de estos tres
patogenos frente a los métodos microbioldgicos tradi-
cionales®®.

Buscando manejo sencillo de la muestra por parte

! Biothechnica Diagnostics,INC
Moulton street, Cambridge, MA
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Figura 2. Receptaculo para su transporte.

del clinico, fiabilidad en los estudios cuantitativos y
sobre todo especificada en el diagnostico microbiolé-
gico y rapidez en el procesamiento y obtencién de
resultados, tratamos de comprobar la reproductibilidad
del uso de sondas de ADN como test diagnéstico de
este tipo de proceso.

Las sodas de ADN, son pequenos fragmentos de
acidos nucleicos con capacidad de unirse a otras se-
cuencias complementarias de ADN para formar la do-
ble hélice estructural®. Por medio de unos enzimas, las
endonucleasas, el ADN de estas bacterias puede ser
"cortado" en localizaciones concretas (secuencias espe-
cie-especificas) que seran los usados en los estudios de
complementariedad. Para identificar el fragmento com-
plementario las sondas son marcadas con is6topos
radiactivos o bien con un sistema enzimatico avidina-
biotina.La muestra clinica en el laboratorio es desnatu-
ralizada para formar cadenas simples y posteriormente
incubada con la sonda para permitir la union, si es que
existe complementariedad, siendo posteriormente re-
velada.

MATERIAL Y METODOS

Nuestro estudio fue realizado utilizando el test
DMDx (Biotechnica! diagnostics , Inc.) para periodon-
titis. Las muestras se toman de uno o varios sitios
seleccionados, después de que la placa supragingival y
la saliva se hayan quitado, una punta de papel es
colocada en el espacio subgingival (Fig. 1) y tras 10
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Figura 3. Paciente.
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Figura 4. Lstudio radiogidfico del grupo anterior del paciente
valoredo.

Figura 5. Impreso a cubrir que no es es facilitado por el
laboratorio para la exacta toma de datos.

Figura 0. Cuapsulas codificadas de acuerdo con los colores del
impreso.

segundos de exposicion es retirada y colocad en el vial
de plastico que servira de contenedor (Fig. 2) para su
envio al laboratorio por correo (resultado a vuelta de
correo o telefonico).

El test DMDx mide los niveles individuales de los
tres patogenos periodontales. Los resultados son in-
formados como: negativo, bajo, moderado o alto
nivel de cada microorganismo. El informe por medio
de codigos de color ilustra de forma grafica los
niveles de riesgo:

-Negativo: patogenos <0,1% del total 6 <103 c¢lulas.

-Bajo: patogenos desde 0,1% a 0,95 del total 6 10°
células.
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Figura 7. Receptaculo para transporte y envio por correo de las
capsulas.

-Moderado: patdgenos del 1% AL 99% del total 6 103
células.

-Alto: patdogenos > 10% del total 6 105 células.

Aportamos un caso en el que consideramos til un
test de sensibilidad a los patogenos citados.

Se trataba de una mujer de 32 anos que acude a la
consulta de Periodoncia de la Escuela de Estomatologia
de la Universidad de Oviedo relatando como sintoma
principal hemorragia e inflamacion generalizada de sus
encias.

La historia del paciente era normal.

Exploracion periodontal y evaluacion
radiogrdfica

Inflamacion de encias severa y generalizada, marge-
nesy papilas enrojecidas, hemorragia interdental gene-
ralizada. No existia recesiones localizada pero siagran-
damientos en algunas papilas (Fig. 3).

La profundidad de los sondajes erade 4 m.ma 8 m.m.
Las piezas mas afectadas eran los molares superiores e
inferiores y el grupo incisivo inferior anterior. No exis-
tian problemas de invasion furcal.

Pérdida de hueso generalizada, moderada y locali-
zada. Pérdida de densidad de la cresta y falta de defini-
cién de la ldmina dura (Fig. 4).

Pensamos en este paciente que para confirmar los
signos clinicos y ser objetivos en la terapéutica antibio-
tica a emplear usar algin tipo de prueba microbiologi-
ca.
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Figura 8. Recibido por correo aereo el informe a los 15 dias
después de su envio.

No disponiendo de medios diagnosticos microbiolo-
gicos tradicionales decidimos usar el test DMD.

Para ello el Laboratorio Biotechnica de Boston nos
envio el utillaje necesario para la toma de muestras, el
cual costa de un formulario, puntas de papel estéril,
cuatro capsulas de plastico de diferente colory una caja
de embalaje, preparada para el envio de las capsulas.

Rellenamos el formulario que consta de 2 partes:

En la primera nos pide datos del paciente, nombre,
edad, diagnéstico del tipo de enfermedad Periodontal, -
y fecha de la recogida de las muestras.

Informacion sobre la fase de tratamiento en
que se bace la toma

Pretratamiento (Post Raspado y Alisado) Post Cirugia
o en el Mantenimiento en

Relacion con antibidticos:

-Uso: Si o No

-Tipo

-Dosis

-Frecuencia

-Duracion

La segunda parte del cuestionario estd enficada a
precisar el lugar de la toma de placa subgingival.

Para ello, el impreso esta dividido en cuatro aparta-
dos de diferentes colores (Fig. 5):

El primero de color rosa, el segundo amarillo, el
tercero verde y el cuarto azul.

Existiendo una correspondencia con las capsulas de
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Figuras 9-10 y 11-12. Relacion entre las tomas de datos y el diagnostico microbioldgico especifico de las mismas.

plastico en donde introduciremos las puntas de papel
obtenidas de los diferentes lugares (Fig. 6).

En cada uno de estos apartados figura una férmula
dentaria que sigue la nomenclatura americana, también
datos para reflejar la profundidad del sondaje y comen-
tarios clinicos de respuesta afirmativa o negativa, refe-
rentes a nivel de placa, enrojecimiento, sangrado y
supuracion.

Siguiendo los pasos anteriormente citados introdu-
ciremos la punta de papel en las dreas distobucal del
doce:; mesiobucal de dieciséis; distobucal de dieciséis;
y mesiolinguar del cuarenta y cuatro. Lugares en que
coincidia la hemorragia con la pérdida de insercion.
Previamente habiamos eliminado la placa sunpragingi-
val y manteniendo la zona seca se tomaron las muestras
de placa sungingival.

En el receptaculo de embalaje, facilitado por Bio-
Théchnica, se enviaron las capsulas a Boston (Fig. 7).

A los quince dias recibimos los datos de TestDMD
(Fig. 8).

Los niveles de patogenos de las cuatro tomas envia-
das, entres de ellos indicaban un alto grado de Bacteroi-
des Gingivalisy menor proporcion de Actinobacillusac-
tinomycetemcomitansy Bacteroides intermedius.

S6lo en uno de los sitios recibidos y relacionado con
la zona mesiobucal del treinta y seis que fue la de menor
profundidad en sondaje y hemorragia, se detecto nive-
les bajos de Bacteroides intermedius, y negativos de los
otros dos Patogenos (Fig. 9,10,11,12).

Estos datos del test, unidos a la exploracion Perio-
dontal, confirman nuestro criterio diagnostico de Perio-
dontitis de Rapida Progresion, relacionada con patoge-
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with up-to-date submission information and codes.

Figuras 13y 14. Precios del test e informacion sobre el mismo.
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Now Feel Confident that the Treatment of LJP is Complete...

THE PROOF IS IN THE TEST
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n the invasive pathogen has been The DMDy* Test will confirm even low
inated, leaving determination of levels of reinfection by A.a.,* allowing
tment success in doubt. you to provide earlier i
1 the DMD{* Test for Periodontitis you can el s e
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angival A.a. along with Bacteroides intermedius  Identifies high-risk patients—A a. can be trans-
) and Bacteroides gingivalis (B.g.) in speci- mitted among family members.* With the DMDZ*
sriodontal sites.” The test will enable you to Test you can test siblings and detect specific
rmine the levels of A.a. prior to treatment, periodontal sites at risk.

Di TESP FERToPONTIES

nos especificos. Por lo cual, en esta paciente suplemen-
tamos la terapia Periodontal convencional con régimen
de Tetraciclinas, de 21 dias en tomas de 240 m.l.g. cada
8 horas.

DISCUSION

Los métodos clasicos de diagnostico microbiologico
no resultan practicos para el que hacer clinico habitual
por una serie de razones:

- Precisar de un laboratorio cercano dotado de la
suficiente y compleja infraestructura necesaria para el
diagnostico de los microorganismos citados.

-Utilizacion de medios de transporte especiales para
el envio de la muestra que tratan de minimizar la
pérdida de microorganismos que en mayor o menor
grado se produce al ser Actinobacillus actinomycetem-

43

comitans microaerofilico y Bacteroides gingivalis e in-
termedius anaerobios estrictos.

-Dificultades para la valoracion cuantitativa de la
muestra (porcentajes relativos de los diferentes mi-
croorganismos respecto al total) debido a la necesidad
de utilizar medios de cultivo selectivos y enriquecidos
que dificultan en unos casos y favorecen en otros el
crecimiento de determinadas bacterias.

-El tiempo necesario para el cultivo inicial y sub-
cultivos posteriores para aislar e identificar estos tres
patogenos es a menudo largo, multiplicindose por
la necesidad de hacer varias tomas a un mismo
paciente. Todo ello hace incrementar el coste para
el paciente.

-Muchas veces las inconsistencias fenotipicas en la
identificacion bioquimica de las bacterias implicadas
dejan dudas sobre el porcentaje de fiabilidad de los
resultados.
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Por todo ello esta metodologia no parece la mas
adecuada para la practica clinica diaria.

Ventajas frente a la metodologia
microbiologica tradicional

-No precisan de la existencia de microorganismos
vivos (ya que no vamos a necesitar cultivar micror-
ganismos para recuperarlos de la muestra clitica. El
material genético estd en la muestra inde-
pendientemente de la vitalidad o no de las bacte-
rias).

-Detecta hasta niveles de mill microorganismos por
muestra que no detectan los medios de cultivo.

-No es necesario el uso de medios de transporte
especiales (un simple contenedor de plistico vacio va
a ser utilizado).

-El envio de la muestra al laboratorio de referencia
admite, entre otros, el correo habitual (no siendo un
obstaculo insalvable la no existencia de laboratorios
especializados en las proximidades de la zona de ejer-
cicio profesional).

-Rapidez en el procesamiento por parte del labora-
torio (se evitan cultivos iniciales, subcultivos para
aislamiento, identificacion, etc).

Sondas ADN. Método de diagnostico microbiologico accesible al
clinico

-Fiabilidad en el diagnostico final tanto de presencia
como de ausencia de los microorganismos buscados.

-Estudios cuantitativos directamente sobre la muestra
(cantidad de bacterias especificas respecto al total de la
muestra), al conocer el nimero de bacterias que saturan
la punta de papel que se utiliza parala toma de la muestra
aproximadamente 10 células bacterianas.

En el capitulo de desventajas estd que la toma de
muestras tenga que ser con punta de papel ya que en
el momento actual, todos los autores prefieren que ésta
sea con cureta que recoge una muestra mas uniforme,
ya que la punta de papel se va a saturar principalmente
de bacterias de la placa no adherida, en donde predo-
mina la flora gram-negativa y va a sobredimensionar
principalmente a los Bacteroides, este criterio concuer-
da con el caso presentado en que los niveles mas altos
eran los de los Bacteroides gingivalis. La no introduc-
cion todavia en el mercado espanol de esta tecnologia
para uso habitual en los laboratorios de Microbiologia,
siendo necesario su procesamiento en los paises donde
se encuentra comercializado; o bien recurriendo a la-
boratorios de investigacion en este drea. También el
precio (Fig. 13,14) considerando individualmente por
paciente resulta caro al igual que los métodos tradicio-
nales.
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