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RESUMEN

OBJETIVO: Detectar la presencia de Porphyromonas gingivalis mediante una técnica de
Biologia Molecular en pacientes con enfermedad periodontal de progresion lenta que
acuden a la Clinica Odontolégica de la Universidad Catélica de Cuenca, periodo marzo —
agosto 2019. MATERIALES Y METODOS: La presente investigacion es transversal
actual, descriptivo. La poblaciéon incluida fue de 41 pacientes con periodontitis de
progresion lenta. Las muestras fueron tomadas mediante la colocacion de conos estériles
en bolsas periodontales mayores o iguales a 5mm durante 20 segundos y transportados
en un medio de Tioglicolato para posteriormente ser analizadas a través de la técnica de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa. RESULTADOS: Se detectd la presencia de
Porphyromonas gingivalis en bolsas periodontales de pacientes que padecian
periodontitis de progresion lenta a través de la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa. Ademas, la presencia de Pg en estos individuos fue de 12,2% y su mayor

incidencia se produjo en el sexo femenino.

PALABRAS CLAVE: Porphyromonas gingivalis, periodontitis, Reacciéon en Cadena de la

Polimerasa.



13

ABSTRACT

AIM: Detect the presence of Porphyromonas gingivalis using a Molecular Biology
technique in patients with slow progression periodontal disease who attend the Dental
Clinic of the Catholic University of Cuenca, period March - August 2019. MATERIALS
AND METHODS: The present investigation is current, descriptive, cross-sectional, the
population included was 41 patients with slow progression periodontitis. The samples were
taken by placing sterile cones in periodontal pockets greater than or equal to 5mm for 20
seconds and transported in a thioglycolate medium to later be analyzed through the
Polymerase Chain Reaction technique. RESULTS: The presence of Porphyromonas
gingivalis was detected in periodontal pockets of patients suffering from slow progression
periodontitis through the Polymerase Chain Reaction technique. In addition, the presence
of Pg in these individuals was 12.2% and its highest incidence occurred in the female sex.

KEYWORDS: Porphyromonas gingivalis, slow progression periodontitis, Polymerase

Chain Reaction.
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INTRODUCCION.
La periodontitis se define como el proceso inflamatorio crénico que afecta el periodonto de
insercién (ligamento periodontal, hueso alveolar y cemento radicular) @, su forma crénica
o de progresion lenta, es la mas comun de las formas de periodontitis y se considera una

causa significativa de pérdida dental .

La periodontitis de progresion lenta se determina por el sangrado al sondaje, bolsas
periodontales, pérdida de la insercién epitelial y 6sea, movilidad dental y migraciones
patolégicas ™. Tiene una etiologia bacteriana producida principalmente por las bacterias
pertenecientes al complejo rojo, como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, y

Treponema denticola .

Una investigacion en la Universidad de Cordoba, Argentina nos indica una mayor
presencia de Porphyromonas gingivalis mediante el método molecular de Reaccién en
cadena de la Polimerasa con un 66% “ lo cual coincide con un estudio realizado en la

Universidad de Antioquia en Colombia, con una prevalencia del 62,5% ®)

La presente investigacion, no presenta estudios realizados en nuestro pais, por lo que se
va a desarrollar con la finalidad de comparar si la presencia de este patdgeno en las
bolsas periodontales tiene similitud con la encontrada en otros proyectos a nivel

internacional.

La presente investigacibn se realiza con el objetivo de detectar la presencia de
Porphyromonas gingivalis en bolsas periodontales de pacientes con enfermedad
periodontal de progresion lenta que acuden a la Clinica Odontologica de la Universidad

Catdlica de Cuenca, mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO TEORICO
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1. - PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

La enfermedad periodontal es una de las patologias mas comunes en el mundo. Es
producida principalmente por tres bacterias Gram negativas anaerobias estrictas,
pertenecientes al complejo rojo, una de ellas es Porphyromonas gingivalis. Estas
bacterias se ubican a nivel de las bolsas periodontales, lugar donde a través de sus

factores de virulencia, intervienen en la destruccion de tejidos periodontales.

Las bacterias anaerobias estrictas son microorganismos de dificil cultivo, por ello para su
deteccién se utiliza un método mas rapido, sensible y especifico como es la “Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR)”. Mdultiples estudios han utilizado la PCR como una
técnica de identificacibn de las bacterias principalmente asociadas a la enfermedad
periodontal, sin embargo, a nivel local y nacional no existen investigaciones acerca de
este tema, lo cual abre la posibilidad de ser pioneros en la realizacion de este estudio,
ademas de brindar la informacibn necesaria para la elaboracion de futuras

investigaciones.
Por lo tanto, esto nos lleva a plantearnos la siguiente pregunta:

¢ Se puede desarrollar una técnica de PCR para la deteccion de Porphyromonas
gingivalis en pacientes con enfermedad periodontal de progresidn lenta que acuden
a la Clinica Odontoldgica de la Universidad Catélica de Cuenca, periodo marzo —
agosto 2019?

2.- JUSTIFICACION

La presente investigacidn esta enfocada en detectar la presencia de Porphyromonas
gingivalis mediante la técnica de Reaccién en cadena de la Polimerasa en pacientes con
enfermedad periodontal de progresion lenta que acuden a la Clinica Odontolégica de la

Universidad Catolica de Cuenca en el periodo marzo — agosto 2019.

Este estudio es el primero que se realiza a nivel nacional para identificar a este
periodontopatégeno mediante una técnica sensible, especifica y reproducible como es la
PCR. Esto contribuye a la actualizacion y presentacion de nueva informacion a la
comunidad cientifica, puesto que permitiria conocer si Porphyromonas gingivalis esta
presente en bolsas periodontales de pacientes con este tipo de enfermedad periodontal

en nuestra poblacion y si el protocolo utilizado hace posible corroborar esta presencia.
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En cuanto a la relevancia humana, este estudio permite a la persona conocer una de las
causas de su enfermedad. A nivel personal la realizacion de la presente investigacion me

ayudara a obtener el titulo en Odontologia.

Este estudio se establece acorde a las lineas de investigacion y tépicos pertinentes dentro
de la Carrera de Odontologia, por lo que tienen concordancia con las politicas

institucionales de investigacion.
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3.-OBJETIVOS

3.1.- Objetivo general
Detectar la presencia de Porphyromonas gingivalis mediante una técnica de Biologia
Molecular en pacientes con enfermedad periodontal de progresiéon lenta que acuden a la

Clinica Odontolégica de la Universidad Catélica de Cuenca, periodo marzo — agosto 2019.

3.2.- Objetivos especificos
v"ldentificar Porphyromonas gingivalis en pacientes con enfermedad periodontal de
progresion lenta, mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
v Determinar la presencia de Porphyromonas gingivalis en pacientes con

enfermedad periodontal de progresion lenta por PCR, segun el sexo.

4.- MARCO TEORICO

4.1.- Enfermedad periodontal

La enfermedad periodontal constituye un conjunto de enfermedades infecciosas que son
el resultado de la inflamacion de los tejidos gingivales y periodontales conjuntamente con
la pérdida 6sea progresiva, producidas en el transcurso del tiempo. Puede tener periodos

de actividad e inactividad ©.

Este término se emplea para referirse a las diversas enfermedades que afectan a los

tejidos de soporte, y entre las mas comunes tenemos a la gingivitis y a la periodontitis .

4.1.a.- Etiologia
Su etiologia es multifactorial y estan involucrados los factores del huésped, ambiente y

factores de caracter infeccioso asociados a la presencia de la placa dental o biofilm ©.

Las bacterias periodontopatdgenas son la causa principal de las periodontitis, sin
embargo, los microorganismos pertenecientes al complejo rojo, tales como la
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y el Treponema denticola, son los
principalmente asociados al inicio, progresion y severidad de esta patologia ©.

Estas bacterias generalmente no se encuentran solas, sino en combinacién con otros
periodontopatdégenos en las bolsas periodontales, por lo que pueden causar destruccion

periodontal de forma cooperativa 9.
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4.1.b.- Nueva Clasificacion Periodontal 2018 - Periodontitis

A. Etapas o estadios: se considera la severidad, complejidad, extension y distribucion.
Mediante estas etapas es posible clasificar la gravedad y alcance de esta enfermedad en
cada paciente a través de la cantidad medible de los tejidos de soporte afectados,

inclusive la pérdida dental provocada por la periodontitis .

v' Estadio I: Pérdida de insercién (PI) interproximal 1 — 2 mm o pérdida de tejido
6seo en el tercio coronal, profundidad de sondaje (PS) hasta 4 mm, sin pérdida
dental provocada por periodontitis y patrén de pérdida ésea horizontal .

v' Estadio Il: Pl interproximal de 3 — 4mm o pérdida de tejido 6seo en el tercio
coronal. PS hasta 5 mm sin pérdida dental provocada por periodontitis y patron de
pérdida 6sea horizontal .

v/ Estadio lll: Pl interproximal de 5mm o mas o pérdida de tejido 6seo radiografico
gue se extiende al tercio medio o apical. PS = 6 con pérdida de hasta 4 dientes
producido por periodontitis .

v' Estadio IV: PI interproximal = 5mm, pérdida 6sea radiografica hasta el tercio
medio o apical. Pérdida dental de 5 dientes o0 mas por periodontitis, disfuncién
masticatoria, movilidad tipo Il o lll, defectos severos del reborde alveolar, menos

de 20 dientes restantes .

La etapa inicial se determina mediante el sondaje con el objetivo de evaluar la pérdida de
insercion clinica. En caso de no presentar esta pérdida, se evaluara la pérdida désea

radiografica *?.

B. Grado: Indica el grado de progresion de la enfermedad, su capacidad de respuesta
frente al tratamiento convencional y el impacto en la salud sistémica. Se determina en 3

grados:

v' Grado A (progresioén lenta): no hay progresién de Pl durante los Gltimos 5 afios,
pérdida 6sea de hasta 0,25 mm, pacientes con gran cantidad de biofilm
acumulado, leve destruccién periodontal .

v Grado B (progresion moderada): progresion de menos de 2 mm durante los
tltimos 5 afos, pérdida 6sea de 0,25 hasta 1 mm, destruccion periodontal

compatible con los depésitos de biopelicula. .



20

v Grado C (alto riesgo de progresion rapida): progresion = 2 mm durante los
Ultimos 5 afos, pérdida 6sea mayor a 1 mm, la destruccién periodontal supera las

expectativas por actimulo de biofilm. .

C. Extension y distribucion: es de forma localizada (menos del 30% de dientes

afectados) y generalizada (mas del 30%), con la adicién de patrones incisivo - molar %,

4.1.b.1.- Periodontitis de progresion lenta

Es una enfermedad cronica, infecciosa, inflamatoria y multifactorial de lento progreso,
asociada a la formacién de biopelicula (biofilm) y caracterizada por presencia de bolsas
periodontales (profundizacién patolégica del surco gingival), inflamacion de los tejidos de

soporte, pérdida 6sea y progresiva de insercién dental 2,

El progreso de esta patologia puede producir movilidad, pérdida dental, alteracién en las
funciones de la masticacion y estética, provocando efectos negativos en el bienestar y la

calidad de vida de en las personas *?.

Es una de las enfermedades mas comunes y frecuentes a nivel mundial, sobre todo en la
poblacion adulta, aunque también puede presentarse en nifios y adolescentes producto

de la acumulacién de placa bacteriana y célculos ©*2.

La composicion bacteriana de la biopelicula puede variar entre poblaciones e incluso en

individuos con similares caracteristicas clinicas y demogréaficas .

4.1.b.1.1.- Factores de riesgo de la periodontitis de progresidn lenta
En la periodontitis de progresion lenta, los factores de riesgo pueden ser una parte causal

de la enfermedad o pueden predisponer al huésped a su desarrollo 2.

Un individuo que presente un factor de riesgo o mas tiene mayor probabilidad de contraer

la enfermedad o al progreso de la misma 9.

Entre estos encontramos: factores locales como la acumulacion de placa bacteriana en
superficies dentales y gingivales, existencia previa de la enfermedad, restauraciones
defectuosas y la formacién de célculo dental ™'¥; factores sistémicos (Diabetes Mellitus);

factores genéticos; edad:; estrés; tabaquismo; sexo y nivel socioeconémico .
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4.1.b.1.2.- Manifestaciones Clinicas de la periodontitis de progresion lenta

La periodontitis de progresion lenta generalmente es indolora y puede presentar las
siguientes manifestaciones clinicas: pérdida del nivel de insercion (NIC) en dos 0 més
sitios interproximales no adyacentes o Pl de 3 mm o més en las caras vestibular o
palatina /lingual, presencia de placa y calculo supra y subgingival, inflamacion gingival,
supuracion ocasional, margenes gingivales enrollados o romos, papilas aplanadas en
forma de crater, alteraciones del color, textura y volumen de la encia marginal, sangrado
al sondaje en la zona con bolsa periodontal, pérdida de hueso alveolar, exposicion de

furca radicular, exfoliacién de los dientes, movilidad dentaria y migracién dental @3 2.

En todas estas situaciones pueden afectarse a un nimero variable de piezas dentales en

funcién de cada persona, con tasas variables de progresion 9.

4.1.b.1.3.- Microorganismos presentes en la periodontitis de progresion lenta

Diversas son las bacterias presentes en la periodontitis, estas presentan factores de
virulencia potenciales e inducen factores inflamatorios del huésped, lo cual favorece la
descomposicion del tejido conectivo y resorcion alveolar, es por ello que intervienen en la

severidad, rapidez y progresion de la enfermedad *"*®).

Las bacterias periodontales estan presentes en el biofilm, y el huésped es el que puede o
no desencadenar la enfermedad debido a que los factores asociados con la periodontitis

deben participar de manera conjunta con la infeccién bacteriana "

Pese a que existe gran variedad de especies presentes activamente en la enfermedad
periodontal, son las bacterias anaerobias estrictas del complejo rojo, las que mas se
identifican con esta patologia al ser las mas patdgenas y de mayor proporcion, entre ellas
encontramos Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema denticola.
Otras bacterias también consideradas como principales agentes infecciosos y que
contribuyen con la destruccion tisular periodontal son Prevotella intermedia,

Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Fusobacterium nucleatum @7
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4.1.c. Porphyromonas gingivalis

A. Generalidades

Es un bacilo corto o cocobacilo, Gram negativo, anaerobio estricto, no mévil, que mide de
0.5 — 0.8 um de ancho x 1 — 35 um de largo, es miembro fundamental de la microbiota
patégena en varias enfermedades periodontales caracterizadas por la pérdida de hueso

alveolar & 1319,

Pertenece al complejo rojo, esté relacionado con el inicio y progresion de la periodontitis,
la saliva contribuye a su colonizacion a través de las fimbrias ya que permiten la adhesion

a las superficies sélidas de la cavidad oral ??.

Los factores de virulencia le proporcionan la capacidad de invadir los tejidos
periodontales, modular la respuesta inmune del huésped, desencadenar una respuesta
inflamatoria crénica e intervenir en la destruccién periodontal. Es indispensable en la
disbiosis dentro de la microbiota oral “?. Por estas caracteristicas se considera a esta

bacteria como el principal patégeno de la enfermedad periodontal %,

B. Estructura bacteriana
Estas bacterias presentan pared celular, una membrana externa (endotoxinas -LPS) e
interna, tienen capsula, no producen esporas, no poseen flagelos y contienen fimbrias en

gran cantidad © 2.

A nivel superficial presentan vesiculas con enzimas de 30 a 100 nm de diametro en su
interior que participan en la coagregaciéon y colonizacién en células de la cavidad oral,

ademas tiene capacidad de degradar compuestos proteicos ® %2,

C. Factores de Virulencia
Capacidad de un organismo para producir una enfermedad o interferir en los procesos

metabdlicos o fisioldgicos del hospedero ©.

Este periodontopatégeno induce respuesta humoral y celular del hospedador. Esta
respuesta inmune frente a Porphyromonas gingivalis perpetua el estado inflamatorio al
intervenir con los mecanismos productores de citoquinas y muerte celular del huésped, lo

que resulta en la destruccién tisular 2.

Para que los factores de virulencia ejerzan su accion, es necesario que las bacterias

encuentren un nicho ecolégico adecuado para establecerse, crecer y multiplicarse ©.
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Factores de virulencia involucrados en la colonizacién en invasion

a) Fimbrias

Son estructuras filamentosas localizadas en la superficie de Porphyromonas gingivalis,
gue intervienen en la invasién de los tejidos periodontales, adhesion a las células
epiteliales, coagregacion con otras bacterias ®® y la colonizacion de la cavidad bucal, por
lo que estan consideradas como el principal y mas importante factor de virulencia de este

microorganismo @,

Ademads, interviene en la respuesta inflamatoria ya que induce la secrecion de citoquinas,

que activa la destruccion 6sea y de tejidos periodontales ©.
Estan compuestas por una subunidad proteica denominada fimbrilina ©.
b) Membranas

Es aquella que separa las bacterias del ambiente externo, esta constituida por proteinas,

acidos nucleicos, lipidos y otros elementos de su entorno 2.

Las bacterias Gram-negativas poseen dos tipos de membranas citoplasméticas, una
externa y otra interna; la regién comprendida entre estas dos membranas se denomina
periplasma o espacio periplasmatico, que contiene la estructura de la pared celular,

lipidos y proteinas @,

Funciones: contienen maquinaria para la respiracion, deteccion se sefiales ambientales,
transporte de compuestos y macromoléculas hacia dentro y fuera de la célula y contienen

proteinas que sirven de mediadores de la adhesién de los tejidos del huésped .

Factores de virulencia involucrados en la modulacion del sistema inmune:

a) Lipopolisacéarido
Es un componente de la membrana externa de los Gram negativos ©.
Posee tres componentes:

v' Polisacaridos en el exterior
v Oligosacarido en el centro

v Lipido A en el interior — es la mas activa ©.
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b)

AN N NN

Estimulacion de la sintesis de prostaglandinas
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Estimulacion de la inflamacion
Activacién de leucocitos polimorfonucleares
Activacion de macrofagos

Estimulacion de la resorcién 6sea

(23)

Capsula

v' Es un factor de virulencia antifagocitario, compuesto en su mayoria por

polisacaridos ¥,

v' Pueden ser encapsuladas o no encapsuladas, las primeras son las de mayor

virulencia, las mas invasivas y generadoras de infecciones mas severas, las no

encapsuladas son menos invasivas y generan abscesos localizados 2.

Funciones: proteccidon contra lesiones fisicas, fuente de alimento en periodos de

inanicion y resistencia considerable a la fagocitosis ¢

Proteasas de Cisteina:

Gingipainas

v

v

Implicadas en la patogénesis de la periodontitis ya que degradan las proteinas
del huésped para ser utilizadas en el crecimiento y metabolismo de la bacteria,
lo cual altera la funcion celular ocasionando la destruccion tisular.

Inhiben los mecanismos de defensa del huésped y de resistir los ataques del
mismo.

Inducen la quimiotaxis en los leucocitos polimorfonucleares, por lo que en sitios
de destruccion de tejido 6seo y blando aumenta su concentracion.

Modifican la funcién del neutréfilo, por lo que al no cumplir el objetivo de
eliminar al patbgeno generan dafio colateral a los tejidos periodontales.

Estan involucradas en el desarrollo de la biopelicula ©.

Lisinay Arginina

Ayudan a la adhesion de la bacteria, por lo que son indispensables en etapas

iniciales de colonizacion bacteriana ©.
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d) Proteasas de inmunoglobulinas (IgAl, IgA2, Ig)

A través de estas proteasas Porphyromonas gingivalis reduce la concentracion del
anticuerpo IgG en fluido gingival del surco, lo que facilita su crecimiento en la microbiota

periodontopética 2.

Factores de virulencia involucrados en la degradacion de tejidos del huésped
a) Colagenasa

Se encuentran en la pared celular y son las encargadas de hidrolizar el colageno 2.

4.1.d.- Métodos moleculares de deteccién de Porphyromonas gingivalis

Reaccién en cadena de Polimerasa (PCR)

Es una reaccién enzimatica in vitro simple, rapida, con alta sensibilidad, especificidad y
eficacia, que consiste en la sintesis de grandes cantidades de ADN con una secuencia
especifica, cuyo producto final es una copia fiel de esta secuencia inicial, es decir, un

acido nucleico de doble cadena complementaria a la original ?*.

Este método tiene una estrecha relacion con el diagnostico de la enfermedad periodontal,
ya que por su capacidad de detectar con precision especies con poblaciones mixtas
permite la identificacion directa de patdégenos periodontales en la biopelicula supra y
subgingival, y por lo tanto esclarecer el papel de las bacterias especificas como agentes

causales de alguna enfermedad periodontal. @* 252627,

Esta reaccion incluye para su realizacion, reactivos como: la molécula de ADN de doble
cadena (muestra); dos primers (oligonucleétidos iniciadores); GoTaq Master Mix que
contiene: Go Taq Green polimerasa, dNTP’s; buffer de reaccién, magnesio, agua y

tampén de dep6sito ?+ 29

Este proceso se realiza en un equipo denominado termociclador que permite el cambio de

temperatura en diferentes gradientes @%.

Elementos Quimicos
El elemento mas importante en esta reaccion es el ADN, ya que ofrece diversas ventajas

de manipulacion ®.



26

a) ADN polimerasa: Interviene en la catdlisis de la reaccién, formando las nuevas
cadenas de ADN que llevan la secuencia original. La enzima mas utilizada es la Tag
polimerasa .

b) Primers: Son secuencias de oligonucleétidos que protegen y delimitan la secuencia
inicial que se desea amplificar y son complementarios a este ®.

c) dNTP’s: Son bases nitrogenadas que conjuntamente con la Tag polimerasa
construyen nuevas cadenas de ADN ®®,

d) Magnesio: Influye en la especificidad de la reaccion, debe presentar una
concentracién adecuada para no afectar el rendimiento del Taq Polimerasa .

e) Agua: Es el disolvente de la reaccion, se utiliza en su forma destilada libre de
nucleasas (degradan los &cidos nucleicos) .

f) Tampon de depdsito/ buffer de carga: Este buffer de carga confiere alta densidad,
lo cual permite a la muestra introducirse en el fondo del pocillo de gel, ademas posee
colorantes que nos indican cuando debe detenerse la electroforesis 9.

Etapas

a) Extraccion de ADN:

Para extraer ADN de la muestra se usa la solucibn de lisis formada por SDS
(dodecilsulfato sédico) al 1% en NaOH 0.25 N y ebullicion ©°.

b)

c)

Amplificacion:

v' Desnaturalizacién: es la separacion de las cadenas de ADN de doble hélice, por
calentamiento a una temperatura de 90 - 95 ° C, durante 20 — 30 s.

v' Hibridacién: se produce el enfriamiento de la mezcla, con lo que la temperatura
se reduce a 40 — 60 ° C. Las cadenas previamente separadas o complementarias
se hibridan con los primers. Se forma el complejo templado — primers.

v' Extensién: La temperatura aumenta nuevamente de 70 a 75 ° C, pero la éptima
esde72°0C @ ®)

Electroforesis

Finalmente se realiza la electroforesis en gel de Agarosa al 1,5% con los amplicones

obtenidos en la PCR antes mencionada ©°.
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4.2.- ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION:

En el articulo: Prevalencia, severidad y extension de periodontitis cronica. Rojo N et
al, presentaron este estudio con el propésito de determinar la prevalencia, severidad y
extension de la periodontitis crénica asociadas con la edad, sexo, estado civil, escolaridad
y economia mensual, donde se observé que la prevalencia de esta enfermedad fue de
67,2%, la severidad de 2.29 mm y la extension de sitios afectados fue del 55.70%, los
varones mostraron una mayor severidad, a mayor educacién se encontr6 menor
severidad y extension de la enfermedad, y finalmente presentaron menor severidad los
individuos que percibian por lo menos un salario mensual. Con respecto a la ocupaciéon y

estado civil no mostraron diferencias significativas.

En el articulo: Porphyromonas gingivalis: patégeno predominante en la periodontitis
crénica, Ramos D, presentd una revision de este microorganismo y sus caracteristicas
mas importantes, de esta forma da a conocer que los factores de virulencia de estas
bacterias las tornan muy agresivas, ademés que en el surco gingival encuentran un
ambiente adecuado para su crecimiento y producen una destruccién lenta de los tejidos
de soporte dental. Por su gran predominio es que ha sido considerada como factor de
riesgo en enfermedades sistémicas inflamatorias. Son por estas razones que
Porphyromonas gingivalis tiene gran relevancia en la periodontitis crénica como en otras

enfermedades periodontales.

En el articulo: Deteccion de Porphyromonas gingivalis en pacientes adultos con
periodontitis crénica. Paniagua A et al, realizaron este estudio con el objetivo de
detectar la presencia de este microorganismo en pacientes que padecen periodontitis
crénica en la clinica de Periodoncia en Antopofagasta, Chile, mediante técnicas
microbioldgicas y moleculares, en la cual a través del cultivo microbiol6gico se encontr6 P.
gingivalis en un 75,7%, y mediante la técnica de PCR se confirm¢é la presencia de este
periodontopatégeno en un 84,2%, concluyendo que existe alta prevalencia de este
microorganismo en pacientes con este tipo de enfermedad periodontal a través de estos

dos métodos.

En el articulo: Virulencia y variabilidad de Porphyromonas gingivalis vy
Agregatibacter actynomicetemcomitans y su asociacion con la periodontitis. Diaz et
al, desarrollaron este estudio con el objeto de describir los factores de virulencia de P.
gingivalis y A. actynomicetemcomitans de forma que permita discutir su variable de

patogenicidad a través de sus serotipos y genotipos.
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El resultado de esta investigacion permitio conocer que los genotipos y serotipos de estos
periodontopatégenos inducen una respuesta inmuno - inflamatoria diferente en el
huésped, por lo cual es posible asociarlos a una variable de patogenicidad y proporcionar

una pauta que determine las caracteristicas clinicas de la enfermedad.

En el articulo: Disefio y estandarizacion de la técnica PCR para Porphyromonas
gingivalis. Britos M et al, realizaron el presente estudio con el objetivo de disefiar y
estandarizar la técnica PCR de este microorganismo en liquido gingival de pacientes con
periodontitis cronica. Se utilizaron cebadores para gen que codifica para el ARNr 16 s, se
extrajo material genético de la cepa ATCC 33277 de P.gingivalis, se amplific6 y concentrd
la mezcla de reaccién. Esta técnica se aplicé en 10 muestras de las cuales seis mostraron
una banda compatible con Porphyromonas gingivalis ademas de obtener una sensibilidad
de 15 ug / ml de ADN purificado, esto permitié6 estandarizar la técnica de PCR para la

deteccién de este periodontopatdgeno.

En el articulo: Deteccion y prevalencia de patdgenos periodontales en una poblacién
con periodontitis crénica en Uruguay mediante metodologia convencional y
metagendmica, Papone et al, realizaron esta investigacion con el objetivo de conocer
cudl de las siguientes especies de bacterias: Porphyromonas gingivalis, Agregatibacter
actynomicetemcomitans (Aa), Tannerella forsythia (Tf), Fusobacterium nucleatum (Fn) y
Prevotella intermedia (Pi), estan presentes en bolsas periodontales de 51 pacientes con
periodontitis cronica mediante la utilizacion de la técnica convencional microbiolégica y
multiplex-PCR. Los resultados demostraron la presencia de Aa y bacterias anaerobias en
un 33% y 100% de los cultivos microbioldgicos respectivamente. A través de la aplicacion
del método multiplex-PCR obtuvieron que las bacterias mas prevalentes fueron Fn (100%)
Tf (92%) y Pg (88%) y las de menor prevalencia Pi (39%) y Aa (33%).

En el articulo: Evaluacion de la terapia mecanica periodontal en bolsas profundas:
Respuesta clinica y bacteriolégica, Bazzano G, Parodi R, Tabares S, Sembaj A
desarrollaron este estudio con el proposito de identificar a través de la técnica de
Reaccion en cadena de la Polimerasa, la presencia bacteriana en pacientes con
periodontitis crénica con bolsas periodontales = a 5mm al inicio, durante y después del
tratamiento periodontal. Los resultados previos al inicio del tratamiento evidenciaron una
mayor prevalencia de Pg (66%), Tf (55%) y Td (41%), lo cual se redujo significativamente

postratamiento, esto demuestra que el raspado y alisado radicular produce una mejoria en
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los parametros clinicos y reduccibn en la prevalencia de las bacterias

periodontopatdgenas en bolsas periodontales profundas.

En el articulo: Ocurrencia de patdébgenos periodontales entre pacientes con
periodontitis cronica, Farias B et al, realizaron este estudio para evaluar la presencia de
los patdégenos periodontales que forman el complejo rojo: Tannerella forsythia (Tf),
Porphyromonas gingivalis (Pg) y Treponema denticola (Td) y Agregatibacter
actynomicetemcomitans (Aa) en 29 pacientes diagnosticados con periodontitis crénica,
cuyas muestras fueron tomadas de 4 sitios (116 en total) con mayor profundidad de
sondaje. Las muestras fueron procesadas mediante la técnica PCR, lo cual evidencié una
presencia del 46,6 %, 41,1%, 33,6% y 27,6% para Pg, Tf, Td y Aa respectivamente, esto
demuestra que las bacterias pertenecientes al complejo rojo tienen relacion con la
periodontitis cronica al existir una alta ocurrencia de los mismos en bolsas periodontales

profundas.

En el articulo: Comparacién de las caracteristicas sociodemogréficas, clinicas y
microbiolégicas con periodontitis agresiva y cronica, Ardila C et al, desarrollaron el
estudio con el objetivo de comparar estas caracteristicas entre pacientes con periodontitis
cronica y agresiva. En esta investigacion incluyeron a 94 pacientes de los cuales 40
padecian periodontitis crénica, 40 periodontitis agresiva y 14 sin controles de periodontitis.
Las muestras fueron tomadas en sitios con profundidad de sondaje = 5mm y procesadas
mediante la técnica PCR. Los resultados evidenciaron una mayor presencia de
Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia (62,5% para ambos casos) en el grupo
de periodontitis crénica y una mayor prevalencia de  Agregatibacter

actynomicetemcomitans en pacientes con periodontitis agresiva con 22.5%.

En el articulo: Deteccién de los organismos del complejo rojo en periodontitis
cronica por multiplex - Reaccion de cadena de la polimerasa, Nayak A et al,
desarrollaron este estudio a 170 pacientes con periodontitis cronica con bolsas
periodontales = 5mm con el fin de detectar a las bacterias pertenecientes al compelo rojo,
a través de la utilizacion de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa. Los
resultados evidenciaron un total de 106 muestras positivas de 170, con una mayor
prevalencia de Porphyromonas gingivalis (43,48%), Treponema denticola (66,09%) vy
Tannerella forsythia (67.84%).
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En el articulo: Co-detecciéon de Patégenos Periodontales en Pacientes Chilenos con
Periodontitis Crénica, Mujica T et al, realizaron este estudio con el objetivo de
determinar mediante la técnica de Reaccion en cadena de la Polimerasa cuales son las
principales bacterias asociadas con esta patologia con bolsas periodontales = a 6mm. Se
incluyeron a 67 pacientes con periodontitis cronica de los cuales 39 muestras resultaron
positivas para Treponema denticola (Td), 20 para Tannerella forsythia (Tf), 21 para
Porphyromonas gingivalis (Pg), 60 para Fusobacterium nucleatum (Fn) y 11 para
Agregatibacter actynomicetemcomitans (Aa). En 3 muestras no hubo deteccion de
ninguna de las bacterias analizadas. Segun el género hubo mayor incidencia de Tf, Fny

Aa en mujeres.

5.- HIPOTESIS

La presente investigacion no requiere de hipétesis al ser un estudio de tipo descriptivo.



CAPITULO II

PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1.- MARCO METODOLOGICO
e Enfoque: Cuantitativo
e Disefio de investigacion: Descriptivo GV

e Nivel de investigacion: Exploratorio
Tipo de Investigacion:

e Por el ambito: De campo y laboratorio
e Porlatécnica: Observacional

e Porlatemporalidad: Transversal actual

2.- POBLACION Y MUESTRA

La poblacién de estudio fue no probabilistica, no es representativa de todo el universo de
dicha poblacion. A pesar de que se tuvo acceso a los pacientes que asisten a la clinica
odontoldgica, no se seleccionaron por criterio estadistico debido a que no se dispone de
una lista completa de personas que conforman dicha poblacion; la cifra actual es el total
de pacientes con periodontitis de progresion lenta atendidos por estudiantes de la Carrera
de Odontologia de la Universidad Catdlica de Cuenca en el periodo marzo — agosto 2019.
Esta poblacion fue seleccionada segln criterios previamente establecidos por el

investigador (la presencia de la patologia).

2.1.- Criterios de seleccion: Para la formalizacion de la poblacion se tuvo en cuenta los

siguientes criterios de seleccion:

e 2.l.a.- Criterios de inclusidon: Se incluyeron en el presente estudio, las personas
gue acudieron a las Clinica Odontoldgica de la Universidad Catolica de Cuenca en
el periodo marzo — agosto 2019 y que presentaban enfermedad periodontal de
progresion lenta con profundidad de sondaje = 5mm y a los pacientes que firmaron
su consentimiento informado y aceptaron participar en el estudio.

e 2.1.b.- Criterios de exclusion: Se excluyeron a personas, que hayan recibido
tratamiento antibidtico en los Ultimos seis meses, que no presenten periodontitis
progresion lenta o que padezcan otro tipo de enfermedad periodontal, a personas
con enfermedades sistémicas, aquellos que no aceptaron participar en el estudio,

fumadores de mas de 10 cigarrillos al dia y discapacitados.
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2.2.- Tamafo de la muestra: la muestra total fue de 41 personas, que cumplieron con los
criterios de presencia de la patologia (Periodontitis de progresion lenta), seleccionadas en
base a lo expuesto en el muestreo no probabilistico por cuotas, pues se realiza sobre la
base de un buen conocimiento de los estratos de la poblacion y selecciona a los

elementos o individuos més representativos.*



3.- OPERACIONALIZACION DE VARIABLES ©

VARIABLE

Presencia de
Porphyromonas
gingivalis por

Biologia Molecular

Sexo

DEFINICION CONCEPTUAL

Presencia del
periodontopatégeno
(Porphyromonas gingivalis) en
pacientes con periodontitis de
progresion lenta de una
poblacién determinada.
Caracteristicas genotipicas vy

fenotipicas de la persona.

DEFINICION
OPERATIVA

Se determina mediante
la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR)

Caracteristicas externas
que diferencian al varén

de la mujer.

TIPO

ESTADISTICO

Cualitativa

Cualitativa

ESCALA

Nominal

Nominal

34

DATO

- Presencia

- Ausencia

Masculino

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

4.1.- Instrumentos documentales: Se utilizO una ficha de recoleccion de datos
periodontal, para registrar los datos de las personas que acudieron a la clinica
odontolégica de la Universidad Catélica de Cuenca, esta consta de datos generales del
paciente, cédigo de la muestra, periodontograma y observaciones adicionales. Ademas,
se utilizdé una ficha de trabajo y resultados para Biologia Molecular. Luego, se registraron

los datos en el programa Microsoft Excel.

4.2.- Instrumentos mecanicos: Se utilizo el laboratorio de Genética y Biologia Molecular
de la Universidad Catodlica de Cuenca para la realizaciéon del proceso de PCR de las

muestras obtenidas, y para el registro de datos se utiliz6 una computadora.

4.3.- Materiales

Los materiales utilizados durante el estudio fueron: lapices, hojas, esferograficos, copias
de las fichas: periodontal y molecular, set de diagnéstico odontoldgico, guantes,
mascarillas, gorro, uniforme completo, sonda periodontal (Carolina del Norte), curetas
estériles, conos de papel esterilizados, torundas de algodén, gasas estériles, tubos de
ensayo, tubo eppendorf 2 ml , pipetas automaticas de varios volimenes, puntas con filtro
para pipetas automaticas, gradillas, agitador vértex — mixer, Genomic DNA Purification Kit,
Termociclador Agilent, camara de electroforesis, transiluminador UV, microcentrifuga

Hettich, termobloque.

Reactivos utilizados: Caldo Tioglicolato, SDS al 1%, Go Taq Master Mix Polimerasa, TAE,

agua libre de nucleasas, agua destilada, Ladder, Sybr Safe y gel de agarosa.

4.4 .- Recursos:
Para llevar a cabo la realizaciébn del proyecto se necesitaron recursos institucionales,

recursos humanos (tesistas y tutores) y recursos financieros (autofinanciados).

5.- PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE DATOS

5.1.-Ubicacion espacial: La carrera de Odontologia de la Universidad Catdlica de
Cuenca, es una entidad administrativa de educacion superior de la ciudad de Cuenca -
Ecuador, ubicada entre la Av. de la Américas y Humbolt; cuyas clinicas se localizan

dentro de esta area en sus exteriores.
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5.2.-Ubicacién temporal: La investigacion se realizé entre los meses de marzo — agosto
2019, con la recoleccion de la informacion a partir de las muestras obtenidas para su

posterior deteccion de Porphyromonas gingivalis por la técnica PCR.

5.3.-Procedimientos de la toma de datos
Para el registro de datos, se consideraron las fichas de recoleccion periodontal y Biologia

Molecular e ingresadas en una base de datos en el programa Excel.

El estudio de deteccion de Porphyromonas gingivalis buscé describir cualitativamente su

presencia en pacientes con periodontitis de progresion lenta.
Método de toma de muestra microbiolégica

Para la toma de muestras de las bolsas periodontales en pacientes con periodontitis de
progresion lenta, previamente se realiz6 una calibracion a los tesistas. Para ello dos
especialistas periodoncistas, docentes de la Carrera de Odontologia, organizaron un taller
de capacitacibn de una semana de duracién. Los pasos que se siguieron una vez

realizada la capacitacion fueron los siguientes:

1. Realizar un examen periodontal y diagndstico, determinando la profundidad de sondaje
(mediante una sonda periodontal Carolina del Norte), utilizando los pardmetros de

acuerdo a la nueva clasificacion periodontal 2018.

2. Seguir las normas de Bioseguridad.

3. Emplear materiales previamente esterilizados (incluidos conos de papel).

4. Tomar la muestra en forma correcta evitando su contaminacion (ver mas abajo).
5. Seguir adecuadamente el protocolo de conservacion de muestras.

Para la recoleccion de las muestras, primero se realizé un aislamiento relativo mediante la
colocacion de torundas de algodon estériles y un posterior secado minucioso en la zona
con presencia de bolsas periodontales. Para la toma propiamente se utilizaron conos de
papel estériles numero 15 y 20, los cuales fueron colocados al interior del surco gingival
por un tiempo de 20 segundos e introducidos posteriormente en tubos de ensayo

conteniendo un medio de transporte adecuado (3ml de caldo Tioglicolato).
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Estas muestras fueron llevadas inmediatamente al laboratorio de Genética y Biologia
Molecular de la Unidad de Salud y Bienestar (CIITT) de la Universidad Catdlica de
Cuenca, para su posterior procesamiento.

Extraccion de ADN Total a partir de muestras

A partir de las muestras en caldo Tioglicolato, previamente incubadas durante 15 dias a
37 °C, se transfiri6 1 ml en forma aséptica a un tubo eppendorf, luego se centrifugd
durante 3 minutos a 8000 rpm en una microcentrifuga digital Hettich y se descartd el
sobrenadante. Se agregaron 50 ul de solucién de lisis (SDS al 1% y NaOH al 0,25 N) y se
calent6 a 100 °C por 10 minutos. Finalmente se agregaron 450 pl de agua ultrapura, se
centrifugd 15 segundos a 8000 rpm y se conservd a una temperatura de -20 °C hasta su

utilizacion.
Deteccién de ADN de Porphyromonas gingivalis mediante PCR

Con el fin de detectar la presencia del gen ADNr 16S de P. gingivalis mediante la reaccion

de PCR, empleamos los siguientes cebadores o primers:

Bacteria Secuencia (5’- 3’) Tamafio Referencia
Porphyromonas AGG CAG CTT GCC ATACTG CG 404 pb Ashimoto
gingivalis (Pg) ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT 1996

Cuadro N° 1. Primers de Porphyromonas gingivalis y su amplificacién.

La reaccién de PCR se llevé a cabo de la siguiente manera:
En un tubo de PCR de 0,2 ml de volumen se preparé la siguiente mezcla de reaccién:

e 10 pL de solucién con master mix (Go Taq Green Master Mix Promega)
e 1,5 uL de primer forward

e 1,5 pL de primer reverse

e 5L agua ultrapuray

e 2L de ADN Total.

La reaccion de PCR se lleva a un volumen final de 20 pL. Una vez homogenizada la
mezcla mediante agitacién por vortex, los tubos fueron colocados en un termociclador

Agilent.



38

El programa PCR a utilizar es:

a. Desnaturalizacion inicial a 95 *C por 2 min
b. 36 ciclos de:
. 95°Cpor30s
II. 60 °C por1min
. 72 °C por 1 min

c. Extension fina a 72 °C durante 2 min.

Los productos finales fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2 % con 3
ul de Sybr safe, con el programa 60 V, 90 mA, 60 W durante 1 hora. Luego se observo en

un transiluminador UV.

6.- PROCEDIMIENTO PARA ANALISIS DE DATOS ®¥

Se aplicé la estadistica descriptiva para la adecuada presentacion de los datos
observados y obtenidos de las unidades de estudio sobre la presencia de Porphyromonas
gingivalis en pacientes con enfermedad periodontal de progresion lenta y su distribucion
segun el sexo, ambas asociadas a la variable cualitativa; en la cual consiste en presentar

los datos mediante tablas estadisticas.

Finalmente, se elabor6 una tabla descriptiva con las variables respectivas, esta contiene
los datos de presencia — ausencia de Porphyromonas gingivalis y su distribucion de

acuerdo al sexo. De esta forma se podra mostrar con claridad la presencia de la bacteria.

7.- ASPECTOS BIOETICOS

Aunque la presente investigacién no implicd conflictos bioéticos, debido a que se ejecutd
previa firma del consentimiento informado por parte de todos los pacientes, la misma fue
aprobada por el Comité de Bioética de la Universidad Catélica de Cuenca, bajo el cédigo
Ci55POROD30.

A los pacientes se les realizd un examen periodontal y posterior toma de muestras, se les
indic6 los objetivos, metodologia del estudio y se les informé acerca del compromiso de

confidencialidad en relacion con el manejo de sus datos por parte del investigador.
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Ademas, se les manifestd los diferentes beneficios que este estudio podria traer a la
comunidad en lo que respecta a los tratamientos especificos con la determinacion de las

bacterias como agentes causales de la periodontitis.



CAPITULO Il

RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSIONES



1. RESULTADOS

Tabla N°1. Distribucion de la muestra, segun edad y sexo.

41

EDAD SEXO TOTAL
Masculino Femenino
n(%) n(%) n(%)
20-29 1(2,4%) 0% 1(2,4)
30-39 12(29,3%) 9(22%) 21(51,3%)
40-49 5(12,2%) 6(14,6%) 11(26,8)
50-59 4(9,8%) 1(2,4%) 5(12,2%)
260 3(7,3) 0% 3(7,3)
TOTAL 25 (61%) 16(39%) 41(100%)

Interpretacion: De acuerdo a la tabla No 1, de 41 personas que padecen periodontitis de
progresion lenta, el 61% son hombres y el sobrante pertenece al sexo femenino, ademas
gue el rango que presenta mayor predominio en estos pacientes son los de 30 a 39 afios

con un 51,3%.



Tabla N°2. Presencia de Porphyromonas gingivalis por PCR

42

n %
Presencia 5 12.2
Ausencia 36 87.8
TOTAL 41 100

Interpretacion: De acuerdo a la tabla No 2, se pudo detectar Porphyromonas gingivalis
en pacientes con periodontitis de progresién lenta mediante la técnica PCR, lo cual

permite evidenciar 5 muestras positivas de un total de 41.
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Tabla N°3. Presencia de Porphyromonas gingivalis por PCR, segun el sexo

Masculino Femenino
n % n %
Presencia 3 12 2 125
Ausencia 22 88 14 87.5
TOTAL 25 100 16 100

Interpretacion: De acuerdo a la tabla No 3, en cuanto al sexo no hay diferencia
significativa entre hombres y mujeres.
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2. DISCUSION

En la presente investigacion nuestro objetivo general era detectar la presencia de
Porphyromonas gingivalis en bolsas periodontales mediante métodos moleculares (PCR).
La poblacion incluida fue de 41 pacientes con periodontitis de progresion lenta que
acudieron a la clinica Odontoldgica de la Universidad Catdlica de Cuenca en el periodo
marzo — agosto 2019. El resultado del estudio permiti6 identificar a este
peridontopatdgeno mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa, lo cual
establece a su vez un protocolo exitoso de deteccién de la bacteria. Ademas se encontrd
una baja presencia de Porphyromonas gingivalis con respecto a otros estudios realizados
a nivel internacional y una incidencia mayor en el sexo femenino. Este es el primer estudio

realizado a nivel nacional.

Varios estudios tienen como objetivo la deteccion de bacterias periodontopatégenas en
pacientes con periodontitis de progresién lenta mediante la técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa debido a que se presenta como un método con alta sensibilidad,
reproducibilidad y especificidad. Estos fueron realizados en paises de Latinoamérica
como Brasil ®®, Argentina ®, Chile ®, Uruguay ®®, Colombia ® y otros en el mundo como
la India “?, los cuales obtuvieron como resultado una deteccién de Porphyromonas
gingivalis en un 47,7%, 66%, 84,2%, 92%, 62,5% y 43,48% respectivamente. Estos
estudios coinciden con el nuestro en cuanto a la deteccion por el mismo método de
Biologia Molecular (PCR) pero difiere en cuanto a la presencia de Pg, puesto que se
obtuvo un menor porcentaje (12,2 %). Estos resultados reflejan diferencias en los paises
donde se realizaron estas investigaciones, por lo que la baja significativa de la presencia
obtenida en nuestro podria deberse a las variaciones de la composicién de la microflora
subgingival entre individuos de distintas regiones geogréficas, asi como aspectos

genéticos, raciales o étnicos.

Papone et al ®®, en su estudio sobre la deteccién de las bacterias periodontopatégenas
por multiplex - PCR obtuvo como resultado conforme a la distribucion del sexo, un mayor
porcentaje de Porphyromonas gingivalis en el sexo masculino. Otro estudio desarrollado
por Mujica C et al ®, indica una igualdad en la presencia de Pg con un 30% en ambos
casos. En nuestro estudio se obtuvo una incidencia mayor de esta bacteria en el sexo
femenino, lo cual demuestra que ningun estudio en general coincide con la predileccion

de la bacteria segun el sexo.
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A pesar de que nuestros resultados sugieren una presencia mayor de Porphyromonas
gingivalis en el sexo femenino, la cantidad limitada de pacientes no es suficiente como

para comprobar ese resultado, por lo que se recomienda realizar futuras investigaciones.

Pese a que empleamos un método muy sensible y previamente utilizado en otros
estudios, pensamos que varios factores pueden influir en el resultado del mismo, tales

como la carga bacteriana presente en el caldo Tioglicolato y la extraccién de ADN.

En la presente investigacion fue posible desarrollar un protocolo que permite identificar
Porphyromonas gingivalis mediante la técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa,
ademds, se encontr6 una baja presencia de esta bacteria en bolsas periodontales de
pacientes con periodontitis de progresion lenta y en cuanto al sexo no hubo diferencia

significativa entre hombres y mujeres.
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3. CONCLUSIONES

1. Se detecté la presencia de Porphyromonas gingivalis en un 12,2% en bolsas
periodontales de pacientes que padecian periodontitis de progresion lenta a través de la
técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa.

3. No existe diferencia significativa de la presencia de Porphyromonas gingivalis entre los
sexos masculino y femenino con 12 % y 12,5% respectivamente.
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Anexo 1

Solicitud del Comité — Medicina

UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA

COMUNIDAD EBUCATIVA AL SERVICIO DEL PUEBLO

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

PORPHYROMONAS  GINGIVALIS 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 Pedro Javier Cisneros Cordero

Cadigo: Ci55POROD30

QI

DR. CARLOS FLORES MONTESINOS

RESPONSABLE COMITE DE BIOETICA
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Anexo 2
Solicitud de ingreso a la Clinica Odontolégica de la Universidad Catdlica 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 Odontoldgica 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 St Fll g™
RS =)

~

Stephanie Palacios

i

Mgt. Dra. Jéssica Sarmiento O.
DOCENTE TUT DEL PROYECTO DE TITULACION
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Anexo 3.

Certificado de permiso de funcionamiento del laboratorio quimico microbioldgico

bromatolégico

AGENCIA DE ASEGURAMIENTO

ACESS

DE LA CALIDAD DE LOS SERVICIOS B AINISTERIC
DE SALUD Y MEDICINA PREPAGADA R SALLD PUBLICA

Ubicacién:

Razon social;

Propietario o representante legal:
No. RUC:

Entidad:

Tipo:

Rasponsable técnico:

Provincia:
Direccion:
Fecha de emision:

Aprobado por:

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 Funcionamlento a:

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

POZO CABRERA ENRIQUE EUGENIO
0190032981001 No. establecimiento: 018
PRIVADO Unicodigo: 28216

ESTABLECIMIENTOS DE SERVICIOS DE SALUD PUBLICOS Y PRIVADOS / SERVICIOS Codigo: 5.2.2
DE APOYO / LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO / Laboratorio de Analisis Clinico
de mediana complejidad

PARDO VICUNA MARIA DE LOURDES

AZUAY Cantén: CUENCA Parraquia:. CUENCA
AV. AMERICAS S/N y HUMBOLT 4 Barrio. BELLAVISTA
2018-11-18 Fecha de vencimiento: 2019-11-18 Noriiqen (e il Gl cormmns

ALARCON CALLE JENNIFER ALEXANDRA
DELEGADO/A PROVINCIAL DE LA ACESS




56

Anexo 4

Ficha Periodontal

UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA

O RaOAD FEAICATIVA Al MRVCIO DL PO

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, periodo Marzo —Ago I 2 A A
, FE2 T BT TN BTN N YW TN N NN N N A

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS o

DATOS PERSONALES
Cédigo de la muestra:

Nombre del Examinador:

Nombre del Paciente:

Edad: Sexo:

~OBSERVACIONES =

——
BN T2 BTN TN BTN N REEN TN BTN TN N TN N N A
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS ]gz
DATOS PERSONALES e
¢6digo de la muestra: l —
Nombre del Examinador:
Nombre del Paciente: 28| 17| 16 | 35| 24| 13| 22| 21| 21 | 22|23 [ 2¢ |25 [26 [ 22 | 25
Edad: Sexo:
OBSERVACIONES

e




Anexo 5

Ficha de trabajo en el Laboratorio de Biologia Molecular

UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA
pr-r eI P aD

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, periodo Marzo — Agosto 2019”.

FICHA DE TRABAJO EN EL LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR
Cddigo de la muestra: I Procedencia: Bolsas Periodontales
Bacteria a identificar: Porphyromona gingivalis [T] 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 Ny S T [ =l
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 b
2.- ciclos de:
Desnaturalizacion min x "¢
Alineamiento min X C
Elongacién e SR €
3.- Elongacion final: min X e
Fecha:
Protocolo:
Electroforesis e =0 Nplt
mA
waH
min

MM: Master Mix

SDS: Sodio Dodecilsulfato
F: Forward

R: Reverse



Anexo 6

Ficha de trabajo en el Laboratorio de Biologia Molecular - Hoja 2

UNIVERSIDAD
@ SATQUCADECUENCA
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 Catdlica de Cuenca, perfodo Marzo — Agosto 2019”.

RESULTADO DE LA ELECTROFORESIS HORIZONTAL

Ladder

e [ e e vpr | e e [ T T | T R 6 B | RN e (AR
Ladder

N it | o | e e M P e V| DR (R IS e (N
Ladder

[ i ) SHBE i | e e 3O e LS | MONIE L SR | S L TORE
Ladder

IR | R ) SR RO o o ) | A & T e BT

: Colocar el codigo de la muestra

[] :colocar positivo o negativo
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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 investigacion: Bacterias y Levaduras patégenas en pacientes con enfermedad
periodontal de progresién lenta que acuden a la Clinica Odontoldgica de la Universidad Catélica 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: poreliona@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 progresidn 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) Creacién de una coleccidn 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) Determinaciéon de los perfiles de susceptibilidad de las cepas aisladas frente a diferentes agentes
antibacterianos.

4) Estos resultados, producto de la investigacién 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 permitird establecer estrategias terapéuticas para el tratamiento de estas infecciones en
pacientes del drea médica y odontoldgica.

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 tendrén 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 anonimizacion).

4. Sunombre no serd 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. Ademds 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 recibiré ningln pago ni tendré que pagar absolutamente nada por participar en este estudio.

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 electronico a '|sarmientoogucacue.edu.ec 0 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 )
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Anexo 9

Consentimiento informado - Hoja 3

UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA

COMUNIDAD EDUCATIVA AL SERVICIO DEL PUEBLO

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Comprendo mi participacién 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 decisién 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)

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

Fecha

Firma del investigador Fecha
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Anexo 10

Procedimiento para obtencién de resultados

Toma de muestras

Amplifica

Stan Cycle 36 1mes
P grpate.T enyihe
Tomperatrs 95°0
0M W Fast

Terperatue E0°C
00100 Fast

Temparatre 72°C
000100 Fast

EndCyek
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Electroforesis

Program File: 1

v mw O
Tso 0 60 60
AN
310 60 4 60
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Resultados de la Deteccion por PCR de Porphyromonas gingivalis

- o
.o
-
-
-
-

LADDER C+ C- 8 23 40 21 25
C+ C- 8 23 40 21 25 -




Anexo 11.

Solicitud de validacién 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 consideracién

Reciba un cordial saludo y comunicarle que en respuesta a su peticion a la validacion del
instrumento de recoleccion 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
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Anexo 12

Antiplagio - hoja 1

Porphyromonas gingivalis

por Pedro Javier Cisneros Cordero

Paola Orellana Brave MSc
tr en Biotecnolog

@/

Fecha de entrega: 03-oct-2019 01:55p.m. (UTC-0500)
Identificador de la entrega: 1185481151

Nombre del archivo: INTRODUCCI_N.docx (28.1K)
Total de palabras: 3250

Total de caracteres: 18121
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Anexo 13

Antiplagio - hoja 2

Dra. Paola Orellana Brave MSc.

Magister en Biotecnologre
Folio 24 39 237 @
w

Porphyromonas gingivalis

INFORME DE ORIGINALIDAD

9% % 19 8%

INDICE DE SIMILITUD  FUENTES DE PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
INTERNET ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

www.bvs.sld.cu 1 y
0

Fuente de Internet

Submitted to CONACYT 1«
o

Trabajo del estudiante

i

Submitted to Universidad San Francisco de 1 o
Quito 4

Trabajo del estudiante

ol

Submitted to UNIV DE LAS AMERICAS 1 o
0

Trabajo del estudiante

[+

Submitted to Universidad Andina Nestor 1 ”
Yo
Caceres Velasquez

Trabajo del estudiante

B

Submitted to Universidad Catdlica de Santa 1 "
. %o
Maria

Trabajo del estudiante

Submitted to Universidad Andina del Cusco 1 %
3 0

Trabajo del estudiante

H B

Submitted to Pontificia Universidad Catolica




Anexo 14

Permiso del autor de tesis

PERMISO DEL AUTOR DE TESIS PARA SUBIR AL REPOSITORIO
INSTITUCIONAL

Yo..jPzA.m....30.\1.’\1&..“.Ci.sm.m.s....(.,,.Au.c ....................................... En calidad de
autor/a vy titular de los derechos patrimoniales del trabajo de titulacion
* PORPHYROMONAS.. 6INCIVALLS. . EN PACLENTES.. CON ENFERMEDAN..

~DERLO.NONTAL. DE..PROGRESLON .LENTA. QUL ACODEN. . A LA (LENILA
ODONTOCOGTCA. DE. LA ONLVERSIDAD....CATOLLCA .. DE...CUBNCA 4.
PERLONG. NAR2O: AGOST0..2044............" de conformidad a lo
establecido en el articulo 114 Codigo Orgénico de la Economia Social de Los
Conocimientos, Creatividad e Innovacién, reconozco a favor de la Universidad
Catdiica de Cuenca una licencia gratuita, intransierivie y no exciusiva para ei
uso no comercial de la obra, con fines estrictamente académicos, Asi mismo;
autorizo a la Universidad para que realice la publicacion de éste trabajo de
titulacidn en el Repositorio Institucional de conformidad a lo dispuesto en el
articulo 144 de la Ley Orgénica de Educacidn Superior.

Cuenca, .15 de. Qb 2019

Fote /\)Mlm ("mgig.s....

# de cédula 0105320453
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