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En periodoncia clinica es una practica comun tomar
una muestra de placa subgingival de pacientes con perio-
dontitis y buscar la presencia de supuestos patdgenos
periodontales utilizando técnicas de laboratorio rutina-
rias como el cultivo, hibridizacion DNA-DNA o PCR en
tiempo real. Generalmente se presta especial atencion al
reconocimiento de los microorganismos del "complejo
rojo" y al Aggregatibacter actinomycetemcomitans.
Recientemente se han introducido ilimitadas técnicas
moleculares, que se distinguen de los alcances clasicos en
que no realizan una pre-seleccién para determinadas
especies. En este estudio investigamos como la extension
de los resultados de estas técnicas ha cambiado nuestra
perspectiva en cuanto a la composicién de la microbiota
subgingival, y si tienen consecuencias en la decision clini-
ca. Los alcances ilimitados mostraron que la composicién
de la placa subgingival es mucho mas compleja de lo que
se pensaba previamente.A partir de los "clasicos" patoge-
nos periodontales putativos, varias especies cultivables y
selectivas, son ahora reconocidas como asociadas a la
periodontitis, y por lo tanto se agranda el grupo de paté-
genos sospechosos periodontales. Concluimos que el
analisis de rutina de la placa subgingival en la cli-
nica no necesariamente benefician al paciente.

Generalmente se sostiene que la mayoria de las infec-
ciones cronicas, como la gingivitis, periodontitis, caries y

peri implantitis, estomatitis por protesis e infecciones
endodonticas, son causadas por microorganismos que
residen en una biopelicula polimicrobiana. Las biopeliculas
constituyen un ecosistema dinamico en el que los micro-
organismos se influencian unos a otros mediante sus pro-
ductos y sefalizaciones moleculares, y consecuentemente
pueden ocurrir cambios profundos en el comportamien-
to y fisiologia microbiana. La composicion y propieda-
des de las biopeliculas pueden cambiar como
resultado de las influencias ambientales, como la
dieta, la higiene oral y el tabaco.

Los estudios de microbiota subgingival cultivable en
pacientes periodontales en las Gltimas décadas han mos-
trado que varias especies son potencialmente dafiinas
para el periodonto. Esta perspectiva ha llevado a los
microbidlogos en varios paises a promover los anilisis
microbianos de muestras subgingivales de rutina para ayu-
dar al clinico a identificar los patégenos periodontales y
hasta seleccionar una terapia antimicrobiana apropiada.

Estudios anteriores han mostrado que las bacterias
predominantes en sitios periodontalmente sanos son
cocos y bacilos Gram + facultativos. En la gingivitis y en la
periodontitis hay una disminucién en el nimero de estos
organismos concomitantemente con un aumento en el
numero de bacilos Gram- y espiroquetas. Una gran
diferencia entre los tejidos periodontales sanos y
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enfermos es un aumento en la proporciéon de los
miembros del mencionado "complejo rojo"
Tanarella forsythia, Porphyromonas gingivalis y
Treponema denticola” en los tejidos enfermos.

Es importante distinguir entre la colonizacién (estado
portador) y la infeccion. La presencia de patdgenos por si
sola no necesariamente indica que causa enfermedad.
Tiene que ocurrir un disturbio ecoldgico para permitir
que los patogenos alcancen un numero relativamente
dominante y una significancia clinica. Si el balance simbié-
tico entre el hospedero y los microorganismos residen-
tes en el drea subgingival es perturbado por cualquier
razoén, la enfermedad periodontal puede ocurrir, ain en
pequeiios animales de laboratorio que sélo fueron
expuestos a su microbiota autdctona.

TECNICAS DE DIAGNOSTICO MICROBIANO

Las técnicas de diagnéstico microbiano estén en conti-
nuo desarrollo. Mientras que los cultivos han brinda-
do conocimiento considerable acerca de los
microorganismos asociados con los estados de
enfermedad del periodonto y puede ayudar para
evaluar la sensibilidad antimicrobiana, este alcan-
ce "clasico” es limitado por el hecho que se enfo-
ca en microorganismos cultivables y por lo tanto
tiende a brindar una imagen incompleta. Mas
recientemente, la busqueda de patégenos putati-
vos en biopeliculas orales se ha extendido de las
bacterias cultivables a organismos no cultivables e
incluso a virus. Se esta aumentando la atencién hacia el
microambiente: la comunidad ecolégica de todos los
microorganismos comensales, simbidticos y patégenos
que comparten nuestro espacio corporal. Se ha mostra-
do recientemente que el microambiente oral es altamen-
te diverso, y consiste en aproximadamente 19000 filoti-
pos. Este elevado nimero fue detectado por una pyrose-
cuencia-454 de muestras de saliva y placa tomadas de 98
adultos periodontalmente sanos. Una mayor proporcién
de secuencias bacterianas de individuos sanos no relacio-
nadas eran idénticas, apoyando el concepto de "centro
del microambiente en salud" (el conjunto de filotipos
compartidos por individuos sanos). Sin embargo es de
interés notar que se encontré también una consi-
derable variacion en las microbiotas supra y sub-
gingival de sitio a sitio en un mismo sujeto.
Estudios recientes han demostrado que hay
muchas especies, ademas de los patégenos reco-

nocidos normalmente, que probablemente se aso-
cian con la periodontitis. Estos microorganismos pue-
den ser considerados como patogenos comensales opor-
tunistas asociados a las infecciones periodontales.

Luego de décadas de enfocarnos en los cultivos puros
de las bacterias, y en unos pocos complejos bacterianos,
se aclaré que, para manejarlas en nuestro beneficio, nece-
sitarfamos entender cdmo la microbiota opera en un eco-
sistema dindmico que les provee la cavidad oral. La inte-
rrelacién entre los microorganismos orales, el sistema
inmune de defensa, y la estrategia de prevencion o trata-
miento seguida por un odontdlogo, define el resultado:
salud, transicién hacia la enfermedad, o recuperacion de la
infeccion.

OBJETIVO

El World Workshop in Periodontics se enfocé en un
pequefio grupo de especies periodonto-patdgenas, a
aquellas que eran detectadas por los métodos "clasicos”
de deteccion como el cultivo, y para los cuales habia sufi-
cientes datos disponibles para considerarlos como poten-
cialmente patogenos. Sin embargo este enfoque en un
pequefio grupo, ha distraido nuestra atencién de otros
posibles, y quizas igualmente importantes, patégenos que
no son facilmente aislados, cultivados e identificados. Para
evaluar la extension en la cual el resultado de nuevos
alcances moleculares ilimitados cambian nuestra perspec-
tiva hacia la composicion de la microbiota subgingival o
tiene consecuencias para la decision clinica, decidimos
emprender una revision de la literatura actual.

ESTRATEGIA DE BUSQUEDA Y RESULTADOS

Buscamos en la biblioteca nacional de datos de medici-
na de EEUU (MEDLINE-PubMed) publicaciones que usa-
ron alcances moleculares ilimitados para la deteccion de
la microbiota subgingival (identificacion de especies sin
preseleccion). Se consideraron las siguientes técnicas:
454-pirosecuencia, o clonacién y secuenciacion del ribo-
soma 165 DNA (rDNA) utilizando preparaciones univer-
sales para la amplificacién de PCR. Las condiciones eran:
("Técnicas de diagndstico molecular" (Mesh)) O "anilisis
secuenciales" (Mesh) Y "enfermedades periodontales/
microbiologia" (Mesh) O "Periodontitis Agresiva/ micro-
biologia" (Mesh) O Periodontitis Croénica/microbiologia
"(Mesh)" O "Encia/microbiologia "(Mesh)", hasta el |° de

15

M. FERNANDEZ Y MOSTAJO y col.



Articulos originales

marzo de 201 1. La busqueda de los titulares selecciona-
dos fue conducida por W.C y M.F. Los resumenes fueron
seleccionados por W.C y E.Z. La lista de referencia de
estudios primarios disponibles fue revisada para identifi-
car articulos adicionales relevantes para suplementar la
busqueda.

La busqueda electronica identificd cerca de 1.641 titu-
lares potencialmente relevantes. Luego de la seleccién de
los titulares, 80 estudios fueron seleccionados para la
seleccion de resumenes. De éstos, 8 cumplian con el cri-
terio de alcance ilimitado. Del manual de busqueda, 2
estudios mas fueron detectados e incluidos. La heteroge-
neidad de los datos previno el andlisis cuantitativo. La
tabla | resume las principales caracteristicas de estos
estudios. Como la definicién de especies es controversial,
en particular cuando solo los datos de secuencia molecu-
lar estaban disponibles, se utilizé el término filotipo.
Todos estos, excepto 2 (6 y 30) carecian de una definicién
clara de parametros clinicos, y los datos eran generados
por un pequefio nimero de grupos de investigacion. Los
articulos seleccionados eran heterogéneos con respecto
a la condicién clinica de los sujetos, la seleccion de sitios
analizados y los procedimientos para la muestra. Los
estudios todos incluian un nimero relativamente peque-
fio de sujetos.

Un estudio de referencia identificd 2522 clones bacte-
rianos en muestras subgingivales de 31| sujetos y reveld
muchas especies nuevas. Los autores reportaron que los
patégenos periodontales clasicos eran un tipico compo-
nente en minoria de la microbiota subgingival, y docu-
mentaron que la placa subgingival humana alberga
varios cientos de especies bacterianas o filotipos,
la mayoria de las cuales son no cultivables. De la
misma manera, el 30% de las nuevas especies fue-
ron identificadas en la placa subgingival de 26
sujetos con periodontitis agresiva generalizada.
Este es el Gnico estudio que con un alcance ilimi-
tado que encontré que la P. gingivalis es relativa-
mente dominante en la enfermedad.

Las especies anaerobias Gram +, fueron mas comunes
en sujetos con periodontitis que en sujetos sanos. Los
nuevos candidatos identificados excedieron a la Pgingiva-
lis y a otras especies previamente calificadas como perio-
dontopatogenas. La diversidad de la comunidad microbia-
na no se correlacionaba ni con la salud periodontal ni con
la enfermedad, pero la presencia de Aggregatibacter
actinmycetemcomitans estaba significativamente asociada
con la enfermedad, asi como Treponema socrasnkii y
Pseudomonas. En un andlisis de 10 pacientes que sufrian
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de periodontitis agresiva generalizada, el 57% de la
secuencia de clones (40 taxones) representaban filotipos
para lo cual no se habian reportado cultivos aislados. Los
mas prevalentes eran selenomonas y estreptococos. Los
clasicos patogenos periodontales putativos, como A. acti-
nomycetemcomitans, estaban por debajo del limite de
deteccién.

La falta de asociacion consistente entre la enfer-
medad y los patégenos periodontales putativos
P.gingivalis, T.forsythia y T.denticola por supuesto
no prueba que estas especies no sean importantes
en la periodontitis. Ademas, todavia queda por estable-
cerse si los nuevos microorganismos identificados, como
Filicator alocis, Dalister pneumosintes, TM7, Arcaea, y
Campilobacter gracilis - organismos que se encontraron
en asociacion con periodontitis - realmente causan perio-
dontitis. Por otra parte, se encontrd una variaciéon consi-
derable en la composicion bacteriana entre los estudios
que utilizaron alcances ilimitados. Una posible razén para
esto puede ser el uso de diversos estudios de PCR esta-
blecidos.

Lo que aparenta de los estudios resumidos en la
tabla | es que un porcentaje sustancial (40-60%)
de la microbiota subgingival no habia sido identifi-
cado previamente. Estos porcentajes son acordes con
los resultados de DEWHIRST y col., quienes analizaron
alrededor de 34753 clones orales de secuencia |16S ribo-
somal RNA (rRNA) para proveer un conjunto de referen-
cia de secuencia de genes |6SrRNA con lo que constru-
yen una base de datos de microbiota oral en humanos.
Hasta ahora, los alcances ilimitados tienden a indicar que
los alcances mas "clasicos" (cultivo, tiempo real de PCR y
analisis en tablas DNA-DNA) no son capaces de identifi-
car todos los patogenos periodontales.

ANTIBIOTICOS

Los antibiéticos son ampliamente utilizados para tratar
infecciones bacterianas. En los pacientes periodontales,
los antibioticos estan aumentando considerablemente
como una opcién de tratamiento. Sin embargo, muchos
trabajadores en esta disciplina han enfatizado la necesidad
de limitar el uso de antibiéticos para prevenir le desarro-
llo de resistencia bacteriana. En general, los antibiéti-
cos deben ser prescriptos preferentemente en
base a un diagnostico microbiolégico. Con respecto
a esto, algunos autores estiman la identificacion de
supuestos patégenos periodontales como un valioso
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coadyuvante. Recientemente se concluy6é que las
pruebas microbiolégicas pueden proveer alguna
direccién en la elecciéon de un agente antibiético
especifico, principalmente en casos periodontales
que no responden a la terapia inicial o al uso pre-
vio de antibioticos. Sin embargo, la mayoria de evi-
dencia sostiene que el uso de estas pruebas se
baso en reporte de casos. Nosotros pensamos que
deberiamos ir un paso adelante: basados en la evi-
dencia microbiolégica actual, existen una multitud
de patégenos potenciales en el ambiente subgingi-
val que no pueden ser identificados con examenes
de rutina. Por lo tanto, si los antibioticos, de hecho
son para ser usados, un alcance mas realista seria
combatir la microbiota periodontal utilizando
antibiéticos de amplio espectro.

La implementacion del monitoreo microbioldgico ha
sido sugerido como una medida preventiva para reducir
el riesgo de periodontitis en adolescentes. Sin embargo,
como fue citado por Mombelli y col. "hasta que un estu-
dio intervencionista identifique una decision terapéutica
superior que amoxicilina y metronidazol para A. acti-
nomycetemcomitans (casos de JP2 positivos), la utilidad
de dichas pruebas se mantiene hipotética. Los mismos
principios se mantienen vélidos para cualquier otro
miembro de la microbiota subgingival y de cualquier otra
forma de periodontitis". Las pruebas de laboratorio, de
hecho, solo son significativas cuando la informacién adqui-
rida ayuda a dirigir las medidas terapéuticas y cuando la
misma provee una terapia 6ptima. Como fue resaltado
anteriormente, no deberiamos pensar en térmi-
nos de "patogenos” sino no en términos de "una
comunidad microbiana perturbada".

Nos gustaria que todavia, 8 afios después de la revision
de LISTGARTEN & LOOMER (58), la seleccién de espe-
cies "biomarcadores" discriminatorias y su significado
diagnéstico para guiar las medidas terapéuticas es cues-
tionable porque parece ser que las diferentes formas de
enfermedades periodontales no han sido todavia caracte-
rizadas por diferentes perfiles microbiologicos especifi-
cos. Sin embargo, el hecho que una pequefa proporcion

Razonamiento final por parte del lector:

de la microbiota total sea reconocida rutinariamente por
si sélo no desacredita el uso de marcadores de bacterias
sustitutas para los propdsitos de investigacion.

Con respecto a lo anterior, la informacion
microbiolégica parece no tener un valor consis-
tente para proveer opciones de antibiéticos 6pti-
mos para los pacientes con periodontitis. Incluso
puede distraer al clinico en un diagnostico clinico claro y
el uso apropiado de otras herramientas (por ejemplo el
indice de placa, profundidad al sondaje, sangrado al sonda-
je y el nivel de insercion clinica) para seguir el resultado
de las medidas terapéuticas. Es obvio que el tratamiento
periodontal sera mas efectivo en una practica periodontal
especializada, donde el objetivo principal es guiar al
paciente hacia un una mejora cuidadosa y consistente en
su higiene oral y su habitos de estilo de vida. Los anti-
bidticos pueden ser de utilidad en el tratamiento
de periodontitis agresivas, pero no debe distraer la
atencion del clinico en cuanto a las medidas pre-
ventivas, terapia inicial y un adecuado cuidado de
mantenimiento.

El régimen de antibiéticos mas comun y exitoso
reportado hasta la fecha es metronidazol mas
amoxicilina, como un resultado de sus efectos
sinérgicos. Sin embargo, no hay estudios clinicos estric-
tamente controlados en los que las diferentes estrategias
de tratamiento hayan sido probadas en grupos de pacien-
tes comparables. Estudios moleculares recientes, uti-
lizando clonacion y secuenciacion, han identifica-
dos varios organismos Gram+ y Gram- no cultiva-
bles y selectivos que estan asociados con perio-
dontitis, sumado a los clasicos periodontopatoge-
nos putativos. Dada la gran diversidad de la com-
posicion de la microbiota subgingival, es claro que
el tratamiento con amoxicilina + metronidazol, a
pesar de ser bastante efectivo en muchos casos, es
empirico. La racionalidad para elegir uno sélo de estos
2 antibidticos parece cuestionable. Dado el peligro de
aumentar la resistencia bacteriana, destacamos la
idea de que el uso de antibioticos deberia ser res-
tringido. =

Por lo antedicho hoy dia el uso de test microbioldgicos por parte del clinico es poco (til debido a que muchas especies no son identifi-

cadas por los mismos.

La opcion de amoxicilina metronidazol en los casos que esta indicado parece ser efectiva en muchos casos una pero no deja de ser

empirico debido a la falta de conocimiento total de la microflora.

Faltan test que permitan reconocer la totalidad de la microflora, hasta ese entonces toda suscripcion antibiotica serd empirica.
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