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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar la frecuencia con la que  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans se encuentra en bolsas periodontales de pacientes con
periodontitis de progresion lenta que acuden a la Clinica Odontologica de la UCACUE
periodo marzo-agosto 2019. MATERIALES Y METODOS: La investigacion es
transversal actual, descriptiva. La poblacion fue de 41 pacientes con periodontitis de
progresion lenta. Las muestras fueron tomadas por medio de conos estériles de papel
introducidos en bolsas periodontales mayores o iguales a 5mm y transportadas a caldo
de Tioglicolato para ser analizadas por el método de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa. RESULTADOS: Se encontraron 5 muestras positivas, dando un 12,20% de
presencia de la A. actinomycetemcomitans en los pacientes con enfermedad periodontal

de progresion lenta, atendidos en la Clinica Odontoldgica de la UCACUE.

PALABRAS CLAVES:

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, PCR, Periodontitis.
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ABSTRACT

OBJETIVE: To determine how frequently is Aggregatibacter actinomycetemcomitans
found in gum pockets of patients suffering from slow rate of progression periodontitis,
who were attended in the Dentistry Clinic of UCACUE, during the period march-august
2019. MATERIALS AND METHODS: This is a descriptive, cross-sectional study.
Samples were collected with a sterile paper cone, deepening in periodontal pockets of
patients with > 5mm of depth. The samples were transported to the lab in Thioglycolate
broth, and incubated for several days at 37°C. Total genomic DNA was extracted and
the presence of A. actinomycetemcomitans detected by means of PCR. RESULTS: Five
out of 41 subjects (12.20%) were shown to be positive for A. actinomycetemcomitans in

their gum pockets.

KEY WORDS

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, PCR, periodontal disease.
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INTRODUCCION.

La enfermedad periodontal es una patologia de caracter inflamatorio e infeccioso
debido, entre otros, a la presencia de microorganismos llamados periodontopatdégenos
en la placa bacteriana. Estos microorganismos, entre los que se encuentran las
bacterias, acceden al surco gingival donde, por medio de liberacion de enzimas,
destruyen el ligamento periodontal, el hueso alveolar y el cemento radicular. Esta
interaccion entre las enzimas bacterianas y el periodonto provoca “bolsas” alrededor de
los dientes que, con el avance de la enfermedad y en ausencia de tratamiento, pueden

causar la pérdida de piezas dentales a largo plazo!".

Las bacterias periodontopatdogenas son, en su mayoria, gram negativas y anaerobias.
Las podemos clasificar en dos grupos principales para su identificacion: el complejo rojo
y el complejo naranja. Especies bacterianas pertenecientes a estos dos grupos son las
que mas dafo causan al periodonto e inhiben la respuesta inflamatoria del

hospedador™.

De acuerdo con las conclusiones del Taller Mundial de Periodoncia (World Workshop)
de 1996, los patégenos que causan periodontitis cronica se dividen en grupos de
evidencia fuerte, moderada e inicial. Entre los primeros tenemos a Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia; los de
evidencia moderada incluyen a Prevotella intermedia, Campylobacter rectus,
Fusobacterium nucleatum, Treponema denticola, y diferentes especies de espiroquetas;
y, finalmente, los de evidencia inicial son Staphylococcus spp, Selenomonas spp,

Pseudomonas spp., Eikenella corrodens™.

Hasta el momento en el Ecuador no se han publicado estudios que evaluen la presencia
de A. actinomycetemcomitans en bolas periodontales de pacientes con enfermedad

periodontal de progresién lenta™.

Por tal razon, el objetivo de este proyecto de investigacion es determinar la presencia
de A. actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis de progresién lenta, cuyas
bolsas periodontales tengan profundidades mayores o iguales a 5mm. Los pacientes a
estudiar seran aquellos atendidos en la Clinica Odontoldgica de la Universidad Catolica

de Cuenca.



CAPITULO | ]
PLANTEAMIENTO TEORICO.
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1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

El problema que se investigara es la posible presencia de A. actinomycetemcomitans
en bolsas periodontales de pacientes con periodontitis de progresién lenta.

La interrogante que se plante6 en este estudio fue: ;Cual es la ocurrencia de A.
actinomycetemcomitans en bolsas periodontales de pacientes con periodontitis de
progresion lenta que acuden a consulta en la Clinica Odontoldgica de la Universidad

Catolica de Cuenca, durante el periodo marzo-agosto 2019?

2.- JUSTIFICACION

Como relevancia cientifica destacamos que el presente trabajo representara un aporte
a la ciencia, susceptible de ser divulgado a la comunidad cientifica nacional e
internacional a través de publicaciones indexadas y arbitradas. EI mencionado aporte
se refiere a datos actuales sobre la ocurrencia de A. actinomycetemcomitans en bolsas
de pacientes con periodontitis de progresién lenta. Estos datos podrian permitir
establecer una posible relacion entre la presencia del patégeno y la manifestacion de la
patologia. Adicionalmente, aportarian informacion relevante en favor del posible rol de
esta bacteria como un determinante para la aparicién de una periodontitis de progresion
lenta, ademas de la presencia de calculo y placa. La relevancia social del presente
estudio se refiere al beneficio que obtendrian los grupos humanos afectados por estas
patologias, al socializarse los resultados del presente estudio a nivel de las instituciones
del Estado Ecuatoriano responsables de garantizar la salud publica. La relevancia
humana queda de manifiesto en el sentido que cada paciente seria informado y educado
con respecto a su higiene bucal, con la idea de evitar la aparicion de nuevas patologias,
similares a la que actualmente padecen, en el futuro. El tema que se presenta es de
interés personal, ya que forma parte de mi programa académico para la obtencion del
correspondiente titulo de Odontdloga, de la Universidad Catdlica de Cuenca. Dicho tema
se enmarca dentro de las lineas de investigacion y topicos pertinentes en la carrera de

Odontologia, y tiene concordancia con las politicas institucionales de investigacion.
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3.- OBJETIVOS

3.1.- Objetivo General:

Determinar la frecuencia con la que Aggregatibacter actinomycetemcomitans se

encuentra en bolsas periodontales de pacientes con periodontitis de progresion lenta

que acuden a la Clinica Odontolégica de la UCACUE periodo marzo-agosto 2019.

3.1.- Objetivos Especificos

A. Optimizar el método de deteccion de ADN gendmico de A.

B.

actinomycetemcomitans mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Identificar, mediante métodos moleculares, la presencia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans a partir de las cepas clinicas aisladas de las muestras
de bolsas periodontales de pacientes con periodontitis de progresion lenta que
acuden a la clinica odontolégica de la UCACUE periodo marzo-agosto 2019.

Discriminar en funcion del sexo la ocurrencia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans en los pacientes con periodontitis de progresion lenta
que acude a la clinica odontolégica de la UCACUE periodo marzo-agosto 2019.
Discriminar en funcion de la edad la ocurrencia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans en los pacientes con periodontitis de progresion lenta

que acude a la clinica odontolégica de la UCACUE periodo marzo-agosto 2019.
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4.- MARCO TEORICO
4.1.- Enfermedad periodontal

4.1.a.- Concepto.

La periodontitis es una enfermedad infecciosa que afecta al tejido que soporta los
dientes, causada principalmente por microorganismos periodontopatégenos y la
respuesta inmune (inespecifica) del hospedador. La ocurrencia de los patégenos puede
variar de acuerdo con el lugar geografico, la etnia y el nivel socio econémico de las

personas @.

4.1.b.- Etiologia.

La etiologia de esta enfermedad es multifactorial: pueden estar involucrados factores
del hospedador, factores ambientales y factores bacterianos®. Una persona puede
desarrollar periodontitis cuando presenta cualquiera de estos factores que se
consideran de riesgo; sin embargo, el no estar expuesto a alguno de ellos no significa
que la enfermedad vaya a desaparecer, sino que el riesgo a desarrollar la enfermedad

periodontal solo seria menor 4.

4.1.c.- Factores de riesgo.

Dentro de estos factores de riesgo se encuentran: inmunodepresion, afectaciones
sistémicas, el consumo de tabaco, estrés o emociones que causen fuerte impacto, entre
otros. También son considerados como factores etiologicos de la enfermedad
periodontal: célculo y placa sub y supragingival, bolsas periodontales, pérdida de
insercion, sangrado al sondaje, entre otros. De acuerdo con la interaccion del
hospedador y los factores de riesgo, incluida la presencia de los microorganismos
periodontopatégenos, dependera la magnitud y forma en la que se vera afectado el

periodonto @,

4.1.d.- Nueva Clasificacion Periodontal.

Existe una nueva clasificacion de la enfermedad periodontal que fue propuesta en el
Taller Mundial de Periodoncia de 2017. Dicha clasificacion divide esta patologia en tres
grandes grupos: a) Salud Periodontal, Enfermedades y Condiciones De Las Encias, b)

Periodontitis y ¢) Condiciones Que Afectan El Periodonto .
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Anteriormente se consideraba que la periodontitis se presentaba bajo diferentes formas
clinicas y podia aparecer en diferentes etapas de la vida y con diferentes rangos de
progresion. Gracias a este nuevo consenso, la clasificacion de la periodontitis seria mas
simple y estaria fundamentada en las caracteristicas manifestadas clinicamente en la

cavidad oral ©®.

Formas de Periodontitis

1. Enfermedades 2. Periodontitis como
Peridontales Necrotizantes manifestacion de las
enfermedades sistémicas

3. Periodontitis

A. Gingivitis Necrotizante A. Etapas:

A. La clasificacion de estas 1. Etapal: Peripdontlti§ inicial
e . 2. Etapa |I: Periodontitis

condiciones tiene que basarse en la moderada

B. Periodontitis Necrotizante enfermedad base de acuerdo con el 3. Etapa lll: Periodontitis severa
cédigo de la Clasificacion con potencial riesgo de
Estadistica Internacional de perdida dentaria
Enfermedades y Problemas 4. Ftapa ':/' Pﬂ:"?"’““"g severa

C. Estomatitis Necrotizante Relacionados con la Salud. ‘;Z?d?;aeclcrfpgfﬁ%néﬂa

B. Extension y Distribucion:

« Localizada
+ Generalizada
« Incisivo-molar

C. Grados: Evidencia de la
progresion para anticipacion de
tratamiento como respuesta.

. Grado A: Lenta progresion

+ Grado B: Progresion moderada
« Grado C: Rapida progresion.

Cuadro 1. Asociacion Americana de Periodoncia. Clasificacion de la Enfermedad

Periodontal, Periimplantar y sus Condiciones. 2018®).

4.1.e.- Periodontitis de progresion lenta.

La periodontitis de progresion lenta es una patologia de caracter inflamatorio causado
por bacterias gram-negativas. Los microorganismos que causan esta manifestacion,
considerados como los mas importantes, pertenecen al denominado “complejo rojo”:
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, que este ultimo, es un patégeno oportunista que se encuentra

normalmente en la microflora oral (9,
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Estos microorganismos tienen un fuerte impacto sobre la salud oral de acuerdo con la
virulencia de la enfermedad, provocando respuestas inflamatorias por parte del
hospedador lo cual produce a largo plazo pérdida de tejido conectivo y pérdida dsea

alveolar ?9),

Se ha demostrado que la frecuencia con la que cada uno de estos microorganismos se

presenta varia en razon del lugar geogréfico, la etnia y el pais %67,

4.1.f.- Patogenos presentes en la Enfermedad Periodontal de Lento Progreso.

Es importante considerar que los patdgenos anaerobios participan activamente en la
destruccion del periodonto. Debido a las caracteristicas especificas de cada una de

ellas, el efecto que tendran sobre los tejidos de soporte del diente sera diferente ©).

Como se mencion6 anteriormente Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y A.
actinomycetemcomitans son los principales patdégenos que causan peérdida Osea
alveolar y destruccion del tejido conectivo del surco gingival; esto sucede en la

enfermedad periodontal de lento progreso ©¢®.

A. actinomycetemcomitans es un patégeno oportunista que no solo ha sido asociado a
la enfermedad periodontal como tal, sino que también ha sido detectado en pacientes
con endocarditis infecciosa, actinomicosis, osteomielitis, glomerulonefritis y neumonia,

entre otras ©.

Entre las caracteristicas de A. actinomycetemcomitans tenemos que es un cocobacilo
no movil, no esporulado, encapsulado, que contiene fimbrias lo cual le permite una
mayor adhesion al biofilm dentario. Se trata de un anaerobio facultativo que se desarrolla

mejor en condiciones de anaerobiosis ©).

Entre los factores de virulencia mas importantes de A. actinomycetemcomitans

podemos mencionar:

a.- Fimbrias: son estructuras filamentosas extracelulares, que le permiten adherirse de
manera facil a las células del hospedador y colonizarlas, permitiendo el inicio de un

proceso infeccioso ©.
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b.- Leucotoxinas: enzimas que afectan letalmente a todos los leucocitos o células

blancas, causando una inmunodepresion .

c.- Endotoxina: es la toxina secretada por A. actinomycetemcomitans que causa la

reabsorcion 6sea ©.

d.- Citotoxinas: estas toxinas inhiben la proliferacion de fibroblastos, afectando la

capacidad del hospedador de recuperar los tejidos ©.

e.- Colagenasa: es una enzima capaz de deteriorar las estructuras de soporte del

diente, formadas por tejido conectivo ©.

f.- Epiteliotoxinas: toxinas que destruyen los hemidesmosomas del epitelio de union,
provocando la profundizacién formando asi las bolsas periodontales y agravando la

infeccion .

A. actinomycetemcomitans es una bacteria que se encuentra normalmente en el surco
gingival pero que se convierte en patégeno cuando existe inmunodepresion por parte

del hospedador ©,

El dafio que esta bacteria produce en los tejidos de soporte del diente es de rapido
progreso, en ausencia o presencia de biofilm. Su agresividad determina la formacion de
las bolsas periodontales por parte de la epiteliotoxina, y provoca movilidad dentaria;

ademas, puede conllevar a la pérdida de la pieza dental por produccién de colagenasa®.

4.1.9.- Medios de cultivo

A. actinomycetemcomitans es una bacteria que puede ser cultivada en medios
enriquecidos de Agar sangre, Agar chocolate suplementado con vitamina K, hemina,
menadiona ©. Las condiciones para su cultivo incluyen una atmdésfera de COzal 5-10%,

37 °C y un periodo de incubacion de aproximadamente 5 a 7 dias"*?),

A. actinomycetemcomitans es un cocobacilo inmovil, Gram negativo de la familia
Pasteurellaceae. Su cultivo puede observarse en forma aislada, pares o racimos
pequefios. Sin embargo, en los cultivos se los puede observar directamente formas

cocoides!'?.
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Las colonias en medios de cultivo se adhieren fuertemente al agar y son translucidas,
con bordes irregulares, superficie rugosa. Después de varios dias de incubacion se

puede distinguir un centro con forma de estrella en la colonia?.

A. actinomycetemcomitans es un microorganismo, productor de catalasa, reductor de
nitratos, productor de fosfatasa acidas y alcalinas, fermentador, no hemolitico, que no
produce oxidasa (. Se trata de una especie que se comporta como un patégeno
oportunista, es susceptible a cefalosporinas, tetraciclinas y fluoroquinolonas; sin

embargo, es resistente a la penicilina, ampicilina, amikacina y a los macrélidos!'?.

4.1.h.- Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La PCR es una técnica de biologia molecular que permite amplificar exponencialmente
cualquier secuencia de nucleotidos, mediante la accién de una ADN-polimerasa
termoresistente, con muy alta sensibilidad y especificidad. La PCR se puede emplear
para detectar la presencia de cualquier microrganismo (incluyendo bacterias

infecciosas) a través de su material genético, a partir de una sola muestra clinica"".

Esta técnica permite sintetizar una gran cantidad de copias de un determinado
fragmento de ADN, para posteriormente analizarlas o usarlas en funcion de los intereses
de los investigadores. Esto podria permitir, entre muchas otras cosas, relacionar un

determinado microorganismo con una enfermedad en particular ",

Los meétodos moleculares utilizados para deteccién de periodontopatégenos son
pruebas rapidas, sensibles y especificas, en comparacion a los cultivos microbioldgicos.
Sin embargo, no permiten determinar la susceptibilidad de los microorganismos a los

antibioticos, puesto que para ello se requiere necesariamente de su cultivo in vitro .
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4.2.- ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION.

En un articulo denominado Association between coinfection of Porphyromonas
gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans and Treponema denticola and
periodontal tissue destruction in chronic periodontitis, China, Chen et al. presentaron la
frecuencia con la que estos tres patdgenos se encontraban en los 81 pacientes
evaluados, después de 162 muestras clinicas presencia positiva con un 5,9% en P.
gingivalis, 17,6% con A. actinomycetemcomitans, y 76,5% en T. denticola. Se establecio
una pequefa relaciéon con el A. Actinomycetemcomitans de acuerdo a la infeccion y la
pérdida de insercion del periodonto. Como también se encontré mas relevancia en los

sitios con enfermedad severa que en los de enfermedad leve.

Otro estudio realizado en China, realizado por Meng, S, et al. denominado Prevalence
of Actinobacillus actinomycetemcomitans in chinese chronic periodontitis patients and
periodontally healthy adults establecié que A. actinomycetemcomitans esta presente
con mayor frecuencia en los sitios detectados con una profundidad de bolsa >7mm y
pérdida de insercion de >6mm. También fue detectado con mayor frecuencia en aquellos
lugares que sangraron (37,07%) que en aquellos lugares que no sangraron (7,41%). A.
actinomycetemcomitans tiene mayor frecuencia en pacientes con sitios enfermos que
en periodonto sano, asi como también se presenta mas en la presentacion severa de la
enfermedad que en la mediana o leve. Llegando a la conclusion de que A.a es un

patégeno de gran importancia en la etiologia de la enfermedad periodontal crénica.

En otro estudio denominado Asociacion de Aggregatibacter actinomycetemcomitans y
microorganismos del complejo rojo con parametros clinicos de pacientes con
periodontitis crénica, publicado por Medina et al, se demostr6 que A.
actinomycetemcomitans estuvo presente en el 23,7% de los pacientes con periodontitis
cronica, P. gingivalis en el 64,4% y T. forsythia en el 40,8%. Con la presencia de malos
parametros clinicos aquellos afectados por A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis

demostrando que cada paciente tiene una composicion diferente de placa subgingival.

En otro estudio realizado en Brasil titulado Ocurrence of Aggregatibacter
actinomycetemcomitans in brazilian indians from umutina reservation, Mato Grosso,
Brazil, se corroboro la presencia de A. actinomycetemcomitans en la saliva de 18,42%
de los pacientes afectados con periodontitis cronica y en el 26,32% de la placa

subgingival de pacientes con periodontitis cronica.
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Otro estudio realizado en Brasil, por Junior et al. Titulado Ocurrence of Actinobacillus
actinomycetemcomitans in patients with chronic periodontitis, agressive periodontitis,
healthy subjets and children with gingivitis in two cities of the state of Sao Paulo, Brazil,
se corrobora que el 68% de los pacientes con periodontits cronica tienen A.
actinomycetemcomitans, mientras que el 40,3% de los pacientes sanos y el 40,14% de
los pacientes con gingivitis en un 40,14% y en pacientes con periodontitis agresiva con
un 92,86%. Se encuentra mayor presencia en pacientes con periodontitis agresiva, sin
embargo, se encuentra presencia en la periodontitis cronica determinando al A.a como

a esta bacteria como etioldgica.

En otro estudio realizado en Colombia por Mayorga et al. Se comprobé la escasa
presencia, casi nula de A. actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis
cronica y que se presenta en la periodontitis agresiva, pero en menor proporcion que P.

gingivalis.

En una investigacion realizada en México denominada Descripcion de la microbiota
subgingival de los sujetos mexicanos con periodontitis cronica, realizado por Flores et
al, se demuestra que A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, P, gingivalis y T,
denticola. Fueron detectados en la poblacion de pacientes sanos como los de
periodontitis cronica, aunque en mayor proporcion en los de la ultima categoria. Los
pacientes con periodontitis cronica mostraron proporciones mayores de bacterias del

complejo rojo y menores de complejo amarillo, en relacion a los pacientes sanos.

En Prevalence of periodontal pathogens in Brazilians with aggressive or chronic
periodontitis, realizado por Crotelli et al. se demostr6 una mayor prevalencia de A.
actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis agresiva tanto en presencia
como en dafo del periodonto y que sirve para la deteccion de esta enfermedad. Sin
embargo, los autores determinaron que la variabilidad de la presencia de A.

actinomycetemcomitans dependia de la ubicacion geografica y la etnia racial.

Otro estudio realizado en Colombia por Botero et al. denominado Ocurrence of
Periodontopathic and Superinfecting Bacteria in Chronic and Aggresive Periodontitis
Subjects in a Colombian Population no se demostré6 presencia unica de A.
actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis cronica. Solo se encontraron
diferencia de parametros clinicos entre periodontitis cronica y agresiva; sin embargo, no
se encontrd una presencia importante de patdogenos en ninguna de las dos

presentaciones de la enfermedad.
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Por ultimo, en un estudio realizado en Brasil por Cortelli et al. Denominado Ocurrence
of Aggregatibacter actinomycetemcomitans in Brazilians with chronic periodontitis, que
se llevé a cabo en dos localidades muy populosas de Sao Paulo (“Baixada Santista” y
“Vale do Paraiba”), se demostro la presencia de esta bacteria esta en pacientes con
periodontitis crénica, con diferencias importantes en funcion de la edad y el sexo de las
personas. De acuerdo a su severidad, la enfermedad periodontal crénica se presentd
de la siguiente manera: 16,11% en forma leve, 17,42% en forma moderada y 23,13%
en forma severa. Los autores concluyeron que existe presencia en la enfermedad
periodontal crénica, pero con manifestaciones clinicas de mayor destruccion del

periodonto.

5. HIPOTESIS

La presente investigacion no precisa hipotesis, ya que es un estudio de tipo descriptivo.



CAPITULOII
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1.- MARCO METODOLOGICO

Enfoque: El enfoque de esta investigacion es: Cuantitativo
Disefio de investigacion: Epidemioldgico: Descriptivo

Nivel de investigacion: Exploratorio

Tipo de investigacion:
e Por el ambito: Campo, laboratorio y documental.
e Por la técnica: Observacional, comunicacional.

e Por la temporalidad: Transversal actual

2.- POBLACION Y MUESTRA

La poblacién del presente estudio se desconoce en proporcién y exactitud; aunque se
realizara a manera de conveniencia, por tanto, se escogeran a todos aquellos pacientes
que ingresen a la Clinica Odontolégica de la Universidad Catdlica de Cuenca en el
periodo marzo-agosto 2019. Esta poblacion fue seleccionada a conveniencia ya que es

un estudio piloto.

2.1.- Criterios de seleccion: Se tendria en cuenta los siguientes criterios:

2.1.a.- Criterios de inclusidén: Se incluirian en el presente estudio:

Los pacientes que hayan firmado el consentimiento informado dentro de la
Clinica Odontoldgica de la Universidad Catdlica de Cuenca.

Los pacientes que padezcan de periodontitis de progresion lenta.

Los pacientes que presenten una o varias bolsas periodontales con una
profundidad mayor de 5mm.

Los pacientes que hayan recibido un destartraje previo al sondaje.

2.1.b.- Criterios de exclusion: Se excluirian del estudio:

Los pacientes que no firmaran el debido consentimiento informado.

Los pacientes que presentaran discapacidad intelectual.

Los pacientes que presentaran discapacidad fisica (osteoporosis, artritis,
artrosis).

Los pacientes que consumieran mas de 10 cigarrillos al dia.

Los pacientes que presentaran diabetes mellitus no controlada.
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2.2.- Tamaio de la muestra: el total de la muestra fueron 41 personas, seleccionadas
de manera no probabilistica por cuotas, debido a que cumplen con los parametros
clinicos de diagnéstico de Periodontitis de progresion lenta. Partimos a partir de la
premisa que estos individuos constituyen un grupo representativo de la poblacién
afectada por esta enfermedad.



3.- OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

28

DEFINICION DEFINICION . TIPO
VARIABLE CONCEPTUAL OPERATIVA DIMENSION | INDICADORES ESTADISTICO ESCALA DATO
Cociente
Numero de veces que resultante de
A. la division del
OCURRENCIA DE actinomycetemcomitans numero de Ficha de
Aggregatibacter se presenta en bolsas pacientes Unidimensional | recoleccion de Cuantitativo Numeral | Porcentaje
actynomicetemcomitans periodontales en positivos sobre datos
funcién de la totalidad el total de
de la muestra estudiada pacientes
evaluados
Cirr?g;t;arif:gas Caragtgristicas N . Ficha.clje o . Hombre
SEXO f genotip y fisicas Unidimensional | recoleccién de Cualitativo Nominal
enotipicas de una : .
exteriores datos Mujer
persona
Cualquier
edad que
presenten
Tiempo transcurrido feiﬁztaagtiall?y Ficha de Io;uzaleg:gﬁs
EDAD desde el nacimiento Unidimensional | recoleccién de Cuantitativo Ordinal ;
hasta la fecha actual la fepha de datos atendqus en
nacimiento la Clinica
Odontoldgica
dela

UCACUE
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4.- INSTRUMENTOS, MATERIALES Y RECURSOS PARA LA RECOLECCION DE
DATOS.

4.1.- Instrumentos documentales: Para la recoleccion de datos se utilizé una ficha
clinica aprobada por el Departamento de Investigacion de la Universidad Catdlica de

Cuenca (ANEXO 4), bibliografia y articulos publicados en revistas especializadas.

4.2.- Instrumentos mecanicos: Para la toma de datos se utilizé una computadora
portatil, con procesador Intel Core i5, microscopios, estufas de ambientacién, cabinas

de manejo de microorganismos.

4.3.- Materiales: Tubos tipo Eppendorf de vidrio, pipetas, cajas de Petri, medios de
cultivo (agarizados), tinciones para deteccion de microorganismos, asas
bacteriolégicas, conos de papel estériles N° 15-30, reactivos, medio de cultivo caldo
tioglicolato, tubos de ensayo. PCR: Tubo Eppendorf 1 ml, tubos de ensayo, pipetas: 1 -
10, 2-20, 20-200, 100 -1000, puntas de 10, 20, 100, 200,1000ul, gradillas, agitador
vortex, kit de purificacion de ADN gendmico, termociclador, lupa estereoscopica, camara
de electroforesis, foto documentador, centrifuga, termo-bloque, marcadores de peso
molecular (DNA ladder), SYBR SAFE, gel de agarosa.

4.4.- Recursos: Para este estudio se utilizé recursos institucionales (infraestructura:
Laboratorio de Genética y Biologia Molecular situado en la Basilica Universitaria en el
segundo piso del edificio exterior), recursos humanos (tesistas y tutores), recursos
financieros (proyecto de financiacion mixta: parcialmente autofinanciado y parcialmente
financiado por el proyecto de: “Aggregatibacter actinomycetemcomitans en pacientes
con Enfermedad Periodontal de progresion lenta que acuden a la Clinica Odontolégica

de la Universidad Catdlica de Cuenca, periodo marzo-agosto 2019.”

5.- PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE DATOS.

5.1.- Ubicacién espacial.

La Clinica Odontoldgica de la Universidad Catdlica de Cuenca esta ubicada en la ciudad
de Cuenca, provincia de Azuay, entre la Avenida de las Américas y la calle Humboldt,
como un unico edificio situado en el extremo superior de la facultad, junto al Poliforo de

la institucion.
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5.2.- Ubicacién temporal.
La investigacion se realizo entre el periodo lectivo de marzo —agosto 2019, recolectando
las muestras clinicas, a partir de pacientes seleccionados en base a los criterios

detallados anteriormente, en la Clinica Odontolégica.

5.3.- Procedimiento de la toma de datos:

5.3.a Toma de muestras a partir de bolsas periodontales

La toma de datos se inicid6 con la identificacion de los pacientes de la Clinica
Odontoldgica de la Universidad Catdlica de Cuenca, en base a lo establecido en la ficha
de recoleccion de datos. Entre estos datos figura la observacién (presencia) de una o
varias bolsas periodontales, con una profundidad al sondaje mayor o igual a 5mm.

El sondaje se realiz6 con el medio aislado relativamente con torundas de algodon,
empleando una sonda periodontal. La sonda se introdujo con una fuerza de 0.25N y una
posicion paralela al eje del diente, hasta topar el fondo de la bolsa. Se anoté la
profundidad de la bolsa, medida en milimetros, desde el fondo de la misma hasta el
margen gingival.

Posterior a esto el tutor especialista en el area de periodoncia que se encontraba en la
Clinica Odontolégica procedié a confirmar la profundidad de la bolsa realizando el
mismo procedimiento de sondaje mencionado anteriormente.

Una vez confirmada la profundidad de la bolsa se procedié a tomar los conos de papel
estériles con una pinza algodonera estéril para introducirlos dentro de la bolsa
periodontal. Empleamos conos N° 15 en dientes anteriores y conos N° 20-30 en dientes
posteriores, los cuales fueron introducidos por un lapso de 40 segundos.

Las muestras colectadas en los conos fueron introducidas dentro de un tubo tipo
Eppendorf estéril de vidrio, conteniendo un medio de transporte (caldo tioglicolato). Los
tubos fueron transportados al Laboratorio de Genética y Biologia Molecular de la

Universidad Catolica de Cuenca para realizar el respectivo cultivo.

5.3.b Cultivo in vitro de microorganismos anaerobios

El cultivo de los microorganismos anaerobios presentes en las muestras se realizo en
medio de cultivo Agar Sangre (AS) o Agar Chocolate (AGC), los cuales permiten el
crecimiento de A. actinomycetemcomitans. Las muestras contenidas en los tubos con
caldo tioglicolato, se inocularon en la superficie de estos medios de cultivo con la ayuda
de un asa de platino estéril, y posteriormente se incubaron 48h a 37 °C, en jarra de

anaerobiosis, dentro de una estufa microbioldgica. Una vez transcurrido este periodo de
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tiempo, las jarras se abrieron para verificar la presencia de colonias en las cajas de Petri.
Para ello se tom6 en cuenta el fenotipo de las colonias (morfologia) que se detalla a
continuacion: colonias translucidas, con bordes irregulares, de superficie rugosa.
Frecuentemente se puede distinguir una estructura con forma de estrella en el centro

de la colonia.

5.3.c Fenotipo de células

El fenotipo celular se determind mediante microscopia optica. Para ello se tomaron
muestras a partir de las colonias con el fin de someterlas a tincién de Gram. En breve:
se realiz6 un frotis sobre lamina portaobjeto, se fijo por calor y se realizé la tincion de
Gram. Esta consiste en emplear dos tipos de colorantes que define si una bacteria
pertenece a un grupo Gram negativo o Gram positivo. Es una prueba sencilla, eficaz y
econdmica que ha sido utilizada desde 1884. Esta prueba se basa en las caracteristicas
de la pared celular de las bacterias, y permite distinguir los dos tipos celulares en base

a su respuesta ante la tincién de Gram.

La tincion consiste en depositar cristal violeta en la muestra previamente fijada por calor,
el cual se une al peptidoglicano de la pared celular; luego se afiade yodo que fija el
cristal violeta a los espacios de peptidoglicano; posteriormente se decolora con alcohol-
acetona para deshidratar la membrana externa; por ultimo, se anade fucsina que sirve
de contratincion, para colorear todas aquellas bacterias que no retuvieron el violeta-

yodo.

5.3.d Deteccion de A. actinomycetemcomitans por Reacciéon en Cadena de la
Polimerasa (PCR) a partir de las muestras iniciales conservadas en caldo

tioglicolato

Como método alternativo para detectar la presencia de A. actinomycetemcomitans, se
empled la técnica de PCR, la cual consiste en amplificar una secuencia especifica de
nucleétidos, mediante el uso de una ADN-polimerasa termoresistente. Esto permite
detectar la presencia de A. actinomycetemcomitans a partir de muestras clinicas
conservadas (“enriquecidas”) en caldo de tioglicolato, gracias a su material genético.
Esta técnica, es extremadamente sensible y especifica, permite detectar en forma
rapida y a bajo costo, la presencia de cualquier microrganismo, siempre y cuando se
disponga de los cebadores (primers) especificos. En nuestro caso emplearemos los

cebadores Forward AaF y Reverse ConR (12,
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Secuencia de 16S ADNr
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Ready y cols. 2008)
e Secuenciaby3
o ACGTCATCCCCACCTTCCTC
o ATTGGGGTTTAGCCCTGGTG

El procedimiento para detectar A. actinomycetemcomitans se inicio con la extraccion del
ADN gendmico bacteriano total a partir de las muestras clinicas, enriquecidas en caldo
tioglicolato. La extraccion se realizé mediante lisis bacteriana con una solucion de SDS
al 1%, seguida de agitacion fuerte con agitador voértex; una vez lisadas las células, se
calent6é a 100°C durante 10 minutos, para desnaturalizar completamente las proteinas

y los acidos nucleicos.

La amplificacion por PCR del gen ADNr 16S de A. actinomycetemcomitans se realizé a
partir del ADN gendmico extraido a partir del cultivo inicial. Para ello se mezclaron los

siguientes reactivos:

Primer Forward AaF 1,54l
Primer Reverse ConR 1,54l
Buffer Master Mix 10X 10pl
Agua 4ul
ADN genomico 3l

Vol. Total 20pl

El perfil térmico que se empled para la amplificacion fue el siguiente:

10 min 95°C
1 min 95°C
40 ciclos 1 min 61°C
5min 72°C
10 min 72°C

Una vez terminada la amplificacion por PCR, las muestras se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa al 2%, a 100 V, por 30 minutos. Los geles fueron tefiidos
con SYBR Green y visualizados en transiluminador UV. La presencia de una banda

360pb se consideré como una reaccion positiva. Como control positivo de amplificacion
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se utilizo ADN de una cepa ATCC de A. actinomycetemcomitans y como control negativo

agua destilada estéril.

5.3.f Criterio de registro de hallazgos

Los hallazgos realizados en las diferentes etapas de este proyecto de investigacion se
registraron de la siguiente en la ficha correspondiente a cada paciente de la siguiente
forma (VER ANEXO 4):

a) fenotipo de colonias: en el mismo se anotaron todas las caracteristicas
evaluadas que se mencionaron en el apartado 5.3.b. Se incluyé ademas en la ficha una
fotografia impresa de las colonias observadas.

b) fenotipo de células: en el mismo se anotaron todas las caracteristicas
evaluadas que se mencionaron en el apartado 5.3.c.

c) amplificacion por PCR: ademas de registrar los resultados en el diagrama
correspondiente, se incluyd en cada ficha una fotografia del gel de agarosa que

contenga la muestra correspondiente.

En caso de verificar hallazgos inesperados, los mismos se registraron en la misma

planilla en un apartado denominado “Hallazgos inesperados”.

6.- PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS DE LOS DATOS.

Con los datos obtenidos segun se especifica en la seccion anterior, se construy6 una
base de datos, siguiendo las recomendaciones de Torracchi y col.!"® A partir de esta
base de datos se calcularon los siguientes parametros:

Frecuencia de aparicion (“ocurrencia”) de A. actinomycetemcomitans en base a
métodos microbioldgicos (cultivo, microscopia y bioquimica). Esta frecuencia es igual al
cociente del total de individuos con resultado positivo, dividido entre el total de individuos
estudiados, multiplicado por cien.

Frecuencia de deteccion de A. actinomycetemcomitans (“ocurrencia”) en base a
métodos moleculares (amplificacion por PCR). Esta frecuencia es igual al cociente del
total de individuos cuyas reacciones de PCR dieron resultado positivo, dividido entre el

total de individuos estudiados, multiplicado por cien.
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7.- ASPECTOS BIOETICOS.

El presente estudio se sometidé a evaluaciéon por parte del Comité de Bioética de la
Universidad Catdlica de Cuenca. El mismo que fue aprobado por el Comité de Bioética
de la Universidad Catdlica de Cuenca, bajo el coédigo Ca25’AGOD33.



CAPiTU!_O 1]l
RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSIONES
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1. RESULTADOS

La muestra poblacional estudiada consté de 41 pacientes con Enfermedad Periodontal
de progresion lenta, diagnosticada por un especialista experto, que fueron atendidos en
la Clinica Odontologica de la UCACE. De estos, 25 (60.98%) eran varones y 16
(39.02%) mujeres. La edad promedio de este grupo de pacientes fue de 41 afios, siendo
de 42 afos en el subgrupo de mujeres y 41 afios en el subgrupo de varones. Estos
pacientes fueron divididos a su vez en tres subgrupos con rangos de edades que

variaban entre 20-67 afios de edad (tabla no.1).

Tabla 1: Distribucion de la muestra poblacional en funcién de la edad y el sexo.

Rango de edades Mujeres Varones
20 - 35 afios de edad 5 (31.25%) 10 (40%)
36 - 51 afios de edad 10 (62.50%) 9 (36%)
41 - 67 afos de edad 1 (6,25%) 6 (24%)

TOTAL 16 (100%) 25 (100%)

Interpretacion: De acuerdo a la tabla No. 1, de 41 pacientes que padecen enfermedad
periodontal de progresion lenta, en su mayoria son varones, con un porcentaje de
60.98%; mientras que el restante pertenece al sexo femenino. También podemos
observar un predominio en mujeres en el rango de edad de 36-51 afios y en varones un

predominio por el rango de edad de 20-35 afios.
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llustracion 1: Optimizacion de la técnica de amplificacion del gen 16S ADNr de A.

actinomycetemcomitans, mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

b
~—

C+1/101/100 1/1000 e
L I

Interpretacion: Con el fin de determinar empiricamente la sensibilidad del método de
detecciéon empleado, preparamos diferentes diluciones de ADN gendmico de A.
actinomycetemcomitans: 1/10, 1/100 y 1/1000. Los resultados obtenidos muestran que,
aun a la mayor dilucion (1/1000) se observa una banda intensa de ADN, cuyo tamano
es el esperado (aprox. 360 pb). Este resultado indica que el método es lo
suficientemente sensible como para detectar cantidades muy bajas de ADN gendémico

de A. actinomycetemcomitans.

Con las muestras obtenidas a partir de los 41 pacientes, que fueron tomadas a partir de
bolsas periodontales con 5mm o >5mm de profundidad, evaluamos la posible presencia

de A. actinomycetemcomitans por métodos moleculares (PCR).
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llustracion 2: Electroforesis en geles de agarosa de productos de amplificacion por

PCR del gen 16s de A. actinomycetemcomitans
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Interpretacion: La presencia de bandas tefiidas indica que las muestras de bolsas
periodontales contenian células de A. actinomycetemcomitans. En total, 5 muestras

resultaron positivas, de un total de 41 muestras analizadas.
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Tabla 2: Presencia de A. actinomycetemcomitans en pacientes con enfermedad

periodontal de progresion lenta.

A.
. . Presencia % Ausencia % Total
actinomycetemcomitans
TOTAL 12,20% (n=5) 87,80% (n=36) 100% (n=41)

Interpretacion: De un total de 41 pacientes, se encontro tan solo 5 muestras positivas.
Esto indica que existe una baja frecuencia de colonizacion de A.
actinomycetemcomitans en bolsas de pacientes con enfermedad periodontal de

progresion lenta, que fueron atendidos en la Clinica Odontoldgica de la UCACUE.
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Tabla 3: Ocurrencia de A. actinomycetemcomitans en funcion del sexo de los

pacientes.
Masculinos (n=25) Femeninos (n=16)
Presencia n=1 (4%) n=4 (25%)
Ausencia n= 24 (96%) n=12 (75%)
TOTAL n=25 (100%) n=16 (100%)

Interpretacion: De las 5 muestras que resultaron positivas para la presencia de A.

actinomycetemcomitans, 4 muestras pertenecian a pacientes de sexo femenino (3F,

11F, 13F, 40F) y una a un paciente de sexo masculino (5M). Esto sugiere que podria

existir una relacion entre la presencia de la bacteria y el sexo de los pacientes.
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2. DISCUSION

El presente estudio tenia como objetivo principal determinar, mediante el empleo de
métodos moleculares, la ocurrencia de bacterias de Ila especie A.
actinomycetemcomitans en bolsas periodontales de pacientes que presentaban
enfermedad periodontal de progresiéon lenta, y que fueron atendidos en la Clinica
Odontoldgica de la Universidad Catélica de Cuenca. El resultado mas relevante que
hemos obtenido indica que la frecuencia de colonizacion es baja, afectando
aproximadamente a uno de cada diez pacientes. Hasta donde hemos podido investigar,

se trata del primer estudio en su tipo que se realiza en la region del Austro Ecuatoriano.

Entre las estrategias metodoldgicas disponibles para detectar la presencia de bacterias
especificas en muestras clinicas destacan las de tipo microbioldgico y las de tipo
molecular. Aunque ambas son relativamente eficientes, el método de la PCR es mucho
mas especifico, sensible y rapido de realizar, en comparacion a los cultivos
microbioldgicos, ya que involucra la amplificacion de un fragmento de ADN que es
absolutamente especifico para cada especie de bacteria, lo que nos permite un
resultado mas confiable V. Ademas, por el hecho de multiplicar exponencialmente el
nuamero de copias de dicho fragmento, su sensibilidad es extremadamente alta,
permitiendo detectar la presencia de las bacterias aun a densidades de colonizacién

muy bajas (“carga bacteriana”).

Sin embargo, como debe hacerse con todo protocolo de laboratorio, es necesario
estandarizar y optimizar primero las técnicas que se van a emplear, antes de iniciar los
estudios con muestras clinicas. Esto adquiere mayor relevancia en el caso de patdégenos
periodontales, microorganismos que no se estudian con frecuencia en los laboratorios
de diagnodstico y que son dificiles de cultivar. En consecuencia, la necesidad de
deteccién obliga a buscar la estandarizacion de un protocolo especifico y comprobado,

para detectar la presencia e incluso identificar bacterias periodontales (')

Estudios realizados en diferentes paises Latinoamericanos sobre la ocurrencia de
periodontopatégenos en tejidos de pacientes afectados por distintas periodontopatias,
empleando la técnica de PCR convencional, revelan que en Brasil '®, Uruguay ', y
Chile ¥, la ocurrencia de A. actinomycetemcomitans es relativamente baja, siendo de
un 27.6%, 33% y 20% respectivamente. En nuestro estudio, encontramos la presencia
del microorganismo en el 12,20% de los pacientes, valor que, a pesar de ser inferior a

los reportados previamente en los paises anteriormente mencionados, corrobora la baja



42

prevalencia de A. actinomycetemcomitans en enfermedad periodontal de progresion

lenta.

En el estudio realizado por Papone y cols. en Uruguay ®, usando multiplex-PCR, el
33% de los pacientes fueron diagnosticados como portadores de A.
actinomycetemcomitans en bolsas periodontales. Los autores determinaron una mayor
frecuencia de ocurrencia en pacientes de sexo masculino (18%) que en los de sexo
femenino (13%), diferencia que resultd ser estadisticamente significativa. Esto se
atribuy6 al contraste del microambiente hormonal que diferencia la mucosa oral de
hombres y mujeres. Pese a que el numero de casos positivos identificados en nuestro
trabajo no permite realizar analisis estadisticos, pareciera ser que la tendencia en los

pacientes evaluados es similar.

Como mencioné, la explicacion de estas diferencias relacionadas con el sexo de los
pacientes podria deberse a las condiciones del hospedero, particularmente en cuanto a

| (15

la carga hormonal ', pero esto debe ser demostrado de manera fehaciente mediante

la realizacion de estudios mas profundos.

En un estudio realizado por Medina y cols."”), por método de PCR convencional, se
comprobd que A. actinomycetemcomitans esta presente en tan solo un 5% de los
pacientes con periodontitis de progresion lenta, mientras que este valor se incrementa
en mas de cuatro veces en pacientes con periodontitis agresiva (22,5%). Otros estudios
realizados en Colombia '® y Uruguay ('® confirman esta observacién, presentando A.
actinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis agresiva en porcentajes de 20%

y 70% respectivamente.

Las diferencias estadisticas que reflejan los distintos trabajos pueden deberse a
diferentes factores asociados al hospedador, como la etnia a la que pertenecen
(aspectos genéticos), la higiene bucal, la ubicacion geografica, entre otros. Estos
factores pueden o no estar relacionadas con la aparicion de ciertos patdogenos en la
enfermedad periodontal, tal y como ha sido demostrado por Muijica y cols. '), Papone y

cols.®, Gajardo y cols.?”y Medina y cols.?".

Entre los resultados inesperados destacamos la amplificacion de un fragmento de mayor
tamario al esperado a partir de la muestra numero 5. Aunque desconocemos la causa
de este “artefacto”, sugerimos que puede asociarse a rearreglos cromosémicos, que

ocurren con bastante frecuencia en bacterias. Este tipo de rearreglos suelen dar origen
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a duplicaciones génicas; tal podria ser el caso de lo observado en esta muestra, pues
el tamano del fragmento es practicamente el doble del esperado La otra posibilidad que
podemos mencionar es la aparicion de una quimera molecular, esto es, un fragmento
de amplificacion que se deriva de dos secuencias génicas. Las quimeras son un

artefacto bastante frecuente cuando se amplifican genes por PCR.

Entre las limitaciones que hemos podido identificar podemos mencionar el método
empleado para extraer el ADN gendmico a partir de muestras de bolsas periodontales.
En efecto, la lisis bacteriana basada en el empleo de altas temperaturas y detergentes
(SDS) ha sido ampliamente empleada en el caso de enterobacterias Gram negativas
tales como Escherichia coli ?®- Es factible, por lo tanto, suponer que este factor puede
haber influido en los resultados obtenidos. Sin embargo, en trabajos similares al nuestro
se ha empleado el mismo método para la extraccibon de ADN gendmico de A.

14,15,18)

actinomycetemcomitans | . Ademas, los controles internos incluidos en nuestro

estudio funcionaron como se esperaba, lo cual relativiza lo planteado mas arriba.

En sintesis, en el presente estudio reportamos una baja ocurrencia de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans en bolsas periodontales de pacientes con enfermedad
periodontal de progresion lenta. Los resultados sugieren, ademas, una posible relacién
entre la presencia de A. actinomycetemcomitans y el sexo de los pacientes. Para
corroborar tales resultados es necesario realizar estudios adicionales, en los que se

incluya un mayor numero de pacientes.
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3. CONCLUSIONES

Primera: La frecuencia con la que Aggregatibacter actinomycetemcomitans se
encuentra en las bolsas periodontales de los pacientes con periodontitis de progresion
lenta que fueron atendidos en la Clinica Odontoldgica de la UCACUE fue baja con el
12,20% (n=5).

Segunda: El protocolo de PCR utilizado y estandarizado en nuestro laboratorio, permite
la deteccion de concentraciones muy bajas (dilucion 1/1000) de ADN gendmico de A.
actinomycetemcomitans, en forma especifica.

Tercera: La identificacion se llevd a cabo con un método de Reaccién de Cadena de
Polimerasa, a partir de primers especificos los cuales fueron: Primer Forward: AaF y
Primer Reverse: ConR.

Cuarta: La ocurrencia de A. actinomycetemcomitans en bolsas periodontales pareciera
estar relacionada con el sexo de los pacientes.

Quinta: La edad con la que se discrimind a los pacientes de esta investigacion, fue a

manera de rangos de 15 anos de diferencia, para facilitar el procedimiento.
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Anexo 1
Solicitud del Comité — Medicina
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CATOLICA D
E CUENCA

COMUNIDAD EDUCATIVA AL SERVICIO DEL PUEBLO
g

Cuenca, 20/5/2019

El Comité Institucional de Bioética en Investigacion en Seres Humanos de la
Universidad Catélica de Cuenca, Carrera de Medicina.
CERTIFICA

Que ha conocido, analizado y aprobado el proyecto de investigacion titulado

“AGGREGATIBACTER ACTINOMYCETEMCOMITANS EN PACIENTES CON
ENFERMEDAD PERIODONTAL DE PROGRESION LENTA QUE ACUDEN A
CLINICA ODONTOLOGICA DE LA UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA
PERIODO MARZO-AGOSTO 2019.”

Trabajo de titulacion realizado por Kamila Rafaela Calderén Ruilova
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Anexo 2
Solicitud de ingreso a la Clinica Odontolégica de la Universidad Catélica

de Cuenca

UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA

COMUNIDAD EDUCATIVA AL SERVICIO DEL PUEBLO

Cuenca, 06 de mayo de 2019
Od. Esp. Erica Quito V.

COORDINADORA DE PRACTICAS PREPROFESIONALES DE LA UNIVERSIDAD CATOLICA DE
CUENCA

De nuestras consideraciones

Los estudiantes de décimo ciclo Kamila Calderén, Pedro Cisneros, Fabiola Moscoso, John
Orellana y Stephanie Palacios, solicitamos de la manera mas cordial nos autorice el
acceso a la clinica general para la recoleccién de datos y toma de muestras a los pacientes
de seguimiento periodontal de los estudiantes de séptimos y novenos ciclos, por motivo
de la realizacién de nuestros trabajos de titulacién, los mismos que se encuentran dentro
de la investigacién: “Bacterias y Levaduras patégenas en pacientes con enfermedad
periodontal de progresién lenta que acuden a la Clinica Odontolégica de la Universidad
Catélica de Cuenca, periodo Marzo - Julio 2019.”

Por su atencién a la presente, anticipamos nuestros agradecimientos.

Atentamente,

Kamila Calderén

Pedro Cisneros

Fabiola Moscoso

John Orellana

Stephanie Palacios

Mgt. DPra. Jéssica Sarmiento O.
DOCENTE TUT DEL PROYECTO DE TITULACION
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Anexo 3.
Certificado de permiso de funcionamiento del laboratorio quimico

microbiolégico bromatolégico

iENCIA DE ASEGURAMIENTO
DE LA CALIDAD DE LOS SERVICIOS Ik
DE SALUD Y ME] NA PREPAGAD! ALUD PUBLICA

AL FSS
= —

P.F. No. ACESS-2018-Z06-0056547
CERTIFICADO DE PERMISO DE FUNCIONAMIENTO

SERVICIOS DE SALUD
CLASE DE RIESGO : A

De conformidad con lo establecido en la Ley Organica de Salud, se confiere el Permiso de Funcionamiento a:

Razon social: UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA Nombre comercial: LABORATORIO QUIMICO
MICROEIOLOGICO Y BROMATOLOGICO

Propietario o representante legal. POZ0O CABRERA ENRIQUE EUGENIO

No. RUC: 0190032981001 No. establecimiento: 018

i Entidad: PRIVADO Unicodigo: 28216

l Tipo: ESTABLECIMIENTOS DE SERVICIOS DE SALUD PUBLICOS Y PRIVADOS / SERVICIOS Cadigo: 5.2.2

| DE APOYO / LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO / Laboratorio de Analisis Clinico

: de mediana complejidad

» Responsable técnico: PARDO VICUNA MARIA DE LOURDES

E Ubicacién:
Provincia: AZUAY Cantén: CUENCA Parroquia: CUENCA
Direccion: AV. AMERICAS S/N y HUMBOLT $ Barrio:. BELLAVISTA

Fecha de emision:  2018-11-18 Fecha de vencimiento: 2019-11-18 Murifiue 16 wbisher sy corebnige
_Aprobado por:

ALARCON CALLE JENNIFER ALEXANDRA
DELEGADO/A PROVINCIAL DE LA ACESS
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Anexo 4
Ficha Periodontal. Hoja 1.

UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA

COMROAD FEACATIVA A SERVEIO DL A0

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS PARA EL PROYECTO DE INVESTIGACION DE TITULADO: “Bacterias y Levaduras
patégenas en pacientes con enfermedad periodontal de progresién lenta que acuden a la Clfnica Odontolégica de la
Universidad Catdlica de Cuenca, periodo Marzo —Ag

— —

FER T TN TN N NETH TN TN T T N A

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS oy

DATOS PERSONALES
Cédigo de la muestra:

Nombre del Examinador:

Nombre del Paciente:

do -
Edad: Sexo: Eunuuéoc-uuuuu.ug

- OBSERVACIONES
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS Jgﬂ
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Codigo de la muestra: | A
Nombre del Examinador:
Nombre del Paciente: 28| 17| 16 | 15| 24| 23] 22| 21| 21 |22 | 23| 2¢ | 25 [26 | 27 [ 25
Edad: Sexo:
OBSERVACIONES

EHE’F




54

Anexo 5
Ficha Periodontal. Hoja 2.

UNIVERSIDAD
INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS PARA EL PROYECTO DE INVESTIGACION DE TITULADO: “Bacterias y Levaduras

patégenas en pacientes con enfermedad periodontal de progresién lenta que acuden a la Clinica Odontoldgica de la
Universidad Catélica de Cuenca, perfodo Marzo —Agosto 2019”.

FICHA DE TRABAJO EN EL LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR
Cédigo de la muestra: | Procedencia: Bolsas Periodontales
Bacteria a identificar: Porphyromona gingivalis [] Tannerella Forsythia [T] Agrergatibacter actynomicetemcomitans []
PROCEDIMIENTO Y RESULTADOS
Fecha: Extraccién de ADN
(SDS-Lisis alcalina-Temperatura) Cuantificacién de ADN
Fecha:
Gen a identificar
Primers F:
R:
Célculos
Muestras Total
MM ul x e
Primer F ul x =
PCR (Reaccion en Cadena de | PrimerR ul x =
Polimerasa) ADN ul x =
Agua ul x =
Total - ul x =
Protocolo Usado
1.- Desnaturalizacion inicial: min x 'c
2.- ciclos de:
Desnaturalizacién min x °C
Alineamiento e iR He
Elongacién == EminX £E
3.- Elongacidn final: min x iE
Fecha:
Protocolo:
Electroforesis Volt
mA
waH
min

MM: Master Mix

SDS: Sodio Dodecilsulfato
F: Forward

R: Reverse



Anexo 6
Ficha de trabajo en el Laboratorio de Biologia Molecular

@ UNIVERSIDAD
INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS PARA EL PROYECTO DE INVESTIGACION DE TITULADO: “Bacterias y Levaduras patégenas en pacientes con enfermedad
periodontal de progresién lenta que acuden a la Clinica Odontolégica de la Universidad Catélica de Cuenca, perfodo Marzo — Agosto 2019”.

RESULTADO DE LA ELECTROFORESIS HORIZONTAL
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: Colocar el cédigo de la muestra
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Anexo 7
Consentimiento informado — Hoja 1

UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA Codigo

COMUNIDAD EDUCATIVA AL SERVICIO DEL PUEBLO

COMITE INSTITUCIONAL DE BIOETICA EN INVESTIGACION DE SERES VIVOS DE LA
UNIVERSIDAD CATOLICA DE CUENCA

Titulo del proyecto de investigacién: Bacterias y Levaduras patégenas en pacientes con enfermedad
periodontal de progresion lenta que acuden a la Clinica Odontoldgica de la Universidad Catédlica de
Cuenca, periodo Marzo — Agosto 2019.

Institucion a la que pertenece el investigador: Universidad Catélica de Cuenca.
Nombre del investigador responsable: Dra. Mgt. Jessica Maria Sarmiento Ordofiez.

Datos de localizacion del investigador responsable: jsarmientoo@ucacue.edu.ec  TELEFONO CELULAR: 0992096954

Nombre del Co- investigador responsable: Dra. Paola Patricia Orellana Bravo
Datos de localizacion del co-investigador responsable: porellona@ucacue.edu.ec TELEFONO CELULAR: 0958895616

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

INTRODUCCION

Usted puede hacer todas las preguntas que quiera para entender claramente su participacion y despejar sus
dudas. Para participar puede tomarse el tiempo que necesite para consultar con su familia y/o amigos, o
profesionales del drea de conocimiento requerido que usted crea convenientes para decidir si desea participar
o no.

Usted ha sido invitado a participar en una investigacion sobre Bacterias y Levaduras patégenas en pacientes
con enfermedad periodontal de progresion lenta, va a ser estudiada en Microbiologia Clinica debido a su alta
incidencia en problemas de salud periodontal, es por esto que se presenta la necesidad de realizar este estudio,
ya que se podria aportar nueva informacién al medio cientifico, y de esta manera contribuir en la generacion
de métodos de control y tratamiento enfocados a esta enfermedad y a esta bacteria especificamente.

OBJETIVO DEL ESTUDIO

Determinar la ocurrencia de Bacterias y Levaduras patégenas en pacientes con enfermedad periodontal de
progresion lenta que acuden a la clinica odontoldgica de la Universidad Catolica de Cuenca periodo Marzo-
Agosto 2019.

DESCRIPCION DE LOS PROCEDIMIENTOS

1) Creacidén de una coleccién de 30 a 50 cepas clinicas de Bacterias y Levaduras patégenas, aisladas a partir
de pacientes con enfermedad periodontal de progresién lenta en la Clinica Odontoldgica de la Universidad
Catolica de Cuenca.

2) Cultivo y aislamiento de las cepas de Bacterias y Levaduras patégenas en base al empleo de técnicas de
cultivo microbiolégico y molecular.

3) Determinacion de los perfiles de susceptibilidad de las cepas aisladas frente a diferentes agentes
antibacterianos.

4) Estos resultados, producto de la investigacion cientifica, seran difundidos en al menos un (01) articulo
cientifico publicado en revistas indexadas en Latindex (u otros indices) y dos (02) tesis de grado.
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Anexo 8
Consentimiento informado — Hoja 2

UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA

COMUNIDAD EDUCATIVA AL SERVICIO DEL PUZBLO

RIESGOS Y BENEFICIOS

¢ No existen riegos para los participantes.
* El proyecto permitira establecer estrategias terapéuticas para el tratamiento de estas infecciones en
pacientes del drea médica y odontolégica.

CONFIDENCIALIDAD DE LOS DATOS

Para nosotros es muy importante mantener su privacidad, por lo cual aplicaremos las medidas necesarias para
que nadie conozca su identidad ni tenga acceso a sus datos personales:

1. La informacién que nos proporcione se identificard con un cédigo que reemplazard su nombre y se
guardara en un lugar seguro donde solo el investigador tendran acceso.

2. Si se toman muestras de su persona, estas muestras seran utilizadas solo para esta investigacion y
destruidas tan pronto termine el estudio.

3. Siusted esta de acuerdo, las muestras que se tomen de su persona seran utilizadas para esta investigacion
y luego se las guardardn para futuras investigaciones removiendo cualquier informacién que pueda
identificarlo (en caso de aplicar se proceder4 a la anonimizacién).

4. Sunombre no sera mencionado en los reportes o publicaciones.

DERECHOS DEL PARTICIPANTE

Usted puede decidir no participar y si decide no participar solo debe decirselo al investigador principal o a la
persona que le explica este documento. Ademas aunque decida participar puede retirarse del estudio cuando
lo desee, sin que ello afecte los beneficios de los que goza en este momento.

Usted no recibird ningtin pago ni tendra que pagar absolutamente nada por participar en este estudio.
i INFORMACION DE CONTACTO

Si usted tiene alguna pregunta sobre el estudio por favor llame a los siguientes teléfonos 0992096954 o
0958895616 que pertenece a Dra. Mgt. Jessica Sarmiento y Dra. Paola Orellana respectivamente, o envie un
correo electrénico a jsarmientoo@ucacue.edu.ec o porellana@ucacue.edu.ec

Si usted tiene preguntas sobre este formulario puede contactar al Dr. Carlos Flores Montesinos, coordinador
del Comité Institucional de Bioética en Investigacion de Seres Vivos de la Universidad Catdlica de Cuenca,
Carrera de Medicina ( cflores@ucacue.edu.ec)




Anexo 9

Consentimiento informado hoja 3.

UN l\(ERSlDAD
CATOLICA DE CUENCA

COMUNIDAD EDUCATIVA AL SERVICIO DEL PUZBLO
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Comprendo mi participacion en este estudio. Me han explicado los riesgos y beneficios de participar en un
lenguaje claro y sencillo. Todas mis preguntas fueron contestadas. Me permitieron contar con tiempo suficiente
para tomar la decision de participar y me entregaron una copia de este formulario de consentimiento informado.

Acepto voluntariamente participar en esta investigacion.

Firma del participante

Fecha

Firma del testigo (si aplica)

Fecha

Nombre del investigador que obtiene el consentimiento informado:
Dra. Mgt. Jessica Sarmiento y/o Dra. Paola Orellana

Firma del investigador

Fecha
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Anexo 10
Solicitud de validacion de instrumento de recoleccion de datos.

UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA

COMUNIDAD EDUCATIVA AL SERVICIO DEL PUEBLO

Cuenca, 15 de Mayo de 2019

Mgt. Dra. Jéssica Sarmiento O.

DOCENTE TUTORA DEL PROYECTO DE TITULACION
De nuestra consideracion

Reciba un cordial saludo y comunicarle que en respuesta a su peticidn a la validacion del
instrumento de recoleccién de datos, para el proyecto de investigacion: BACTERIAS Y
LEVADURAS PATOGENAS EN PACIENTES CON ENFERMEDAD PERIODONTAL DE
PROGRESION LENTA QUE ACUDEN A LA CLINICA ODONTOLOGICA DE LA UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA, PERIODO MARZO-AGOSTO 2019; se aprueba el instrumento para
el proyecto antes mencionado, ya que fue avalada por los docentes pertinentes en el Area

de Periodoncia.

Sin otro particular nos suscribimos de Usted.

Od. Esp. Maria del Cisne Centeno
DOCENTE TITULAR




