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RESUMEN

OBJETIVO: Detectar la presencia de Tannerella forsythia 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: Se realiz6 un estudio transversal actual,
descriptivo. La poblacion de estudio fue 41 pacientes de la Clinica Odontolégica de la
Universidad Catodlica de Cuenca diagnosticados con periodontitis de progresion lenta con
bolsas periodontales 25mm. Para la toma de muestras se utilizd conos de papel estériles
y se transporté en el medio de Tioglicolato, para su posterior identificacion, mediante la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa. RESULTADOS: La técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa permitid detectar Tannerella forsythia en bolsas
periodontales de pacientes con periodontitis de progresion lenta. Ademas, la presencia de
Tannerella forsythia en la poblacion estudiada fue de 9,8%, con un porcentaje mayor en el

sexo femenino (12,5%).

PALABRAS CLAVE: Tannerella forsythia, Periodontitis, Reaccibn en Cadena de la

Polimerasa.
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ABSTRACT

AIM: Detect the presence of Tannerella forsythia through 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. MATERIAL AND METHODS:
A current, descriptive cross-sectional study was conducted. The study population was 41
patients of the Dental Clinic of the Catholic University of Cuenca diagnosed with slow
progression periodontitis with periodontal pockets =256mm. For the sampling, sterile paper
cones were used and transported in the Thioglycolate medium, for later identification, by
the Polymerase Chain Reaction technique. RESULTS: The Polymerase Chain Reaction
technique allowed the detection of Tannerella forsythia in periodontal pockets of patients
with slow progression periodontitis. In addition, the presence of Tannerella forsythia in the

population studied was 9.8%, with a higher percentage in the female sex (12.5%).

KEY WORDS: Tannerella forsythia, Periodontitis, Polymerase Chain Reaction.



14

INTRODUCCION.

La enfermedad periodontal es una patologia infecciosa multifactorial que afecta a la encia
y a los tejidos de insercién adyacente ®. En la actualidad, las enfermedades periodontales
son la segunda causa de patologias orales después de la caries ®, se presentan
principalmente en la edad adulta, y son consideradas un problema de salud publica a nivel

mundial ®.

La periodontitis de progresion lenta, es una forma de enfermedad periodontal
caracterizada por la destruccién progresiva de las estructuras de soporte dental ®, que
conlleva a la pérdida de inserciéon periodontal, pérdida 6sea radiogréafica y por ultimo una
posible pérdida dental ). Ademas, tiene un gran impacto en el estado de salud oral y la

calidad de vida de los pacientes ©.

Entre los principales microorganismos patégenos que intervienen en el desarrollo de la
periodontitis de progresion lenta encontramos a las bacterias anaerobias gramnegativas:

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythia ©.

Los estudios realizados en Colombia y Uruguay mediante la técnica de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa, indican una mayor ocurrencia de Tannerella forsythia en
pacientes con periodontitis de progresién lenta, con un 62,5% y 92%, respectivamente 9.

No se ha encontrado evidencia cientifica a nivel local y nacional, relacionada con el
presente tema de investigacion. Por ello, el objetivo de este estudio es detectar la
presencia de Tannerella forsythia en bolsas periodontales de pacientes con enfermedad
periodontal de progresion lenta que acuden a la Clinica Odontoldgica 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.

En la actualidad, la periodontitis es un problema de salud publica con una elevada
prevalencia a nivel mundial, que conlleva a la destruccion y pérdida de piezas dentarias y
tejido 6seo, si no se recibe un tratamiento oportuno. Las bacterias periodontopatégenas
pertenecientes al complejo rojo son consideradas el principal factor etiolégico de la

periodontitis de progresion lenta.

Para la identificacion de uno de los principales agentes periodontopatdégenos, como lo es
Tannerella forsythia, se requiere la utilizacion de la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) debido a la dificultad que representa cultivarla por sus requerimientos.
Internacionalmente diversos estudios han utilizado la técnica de PCR para la deteccién de
bacterias asociadas a la enfermedad periodontal, por su alta sensibilidad y especificidad,
sin embargo, no existen investigaciones a nivel nacional que utilicen este método de

biologia molecular para la deteccién de periodontopatégenos.

En cuanto a lo expuesto se planteé la siguiente pregunta: ¢(Se puede desarrollar una
técnica de PCR para la deteccion de Tannerella forsythia en pacientes con
enfermedad periodontal de progresiéon lenta que acuden a la Clinica Odontoldgica

de la Universidad Cato6lica de Cuenca, periodo marzo — agosto 2019?

2.- JUSTIFICACION.

La presente investigacion esta enfocada en la deteccion de Tannerella forsythia en
pacientes con periodontitis de progresion lenta, mediante la técnica de PCR, debido a que
uno de los principales factores etiolégicos es la presencia de periodontopatdégenos en las
bolsas periodontales. El presente estudio va dirigido a toda la comunidad cientifica con el
objetivo de realizar un aporte a la investigacién, puesto que podria servir como base para
futuras investigaciones, cuyo enfoque se centre en la deteccion de periodontopatdégenos,
mediante métodos moleculares. Este estudio tiene relevancia social, porque va dirigido a
la comunidad de la ciudad de Cuenca que padece este tipo de patologia y al pais en
general, puesto que no se han realizado estudios similares a nivel nacional. La relevancia
humana, se evidencia debido a que la enfermedad periodontal de progresion lenta es una
de las patologias orales mas comunes, por ello, representa un tema de interés para el

sistema de salud nacional.
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Ademas, beneficiaria a la comunidad con presencia de la patologia estudiada, ya que la
determinacién de las bacterias como agentes etiologicos de la periodontitis de progresion
lenta nos permitiria obtener un diagnéstico bacteriano acertado. El presente estudio tiene
un nivel de originalidad a nivel local y nacional, debido a que no se han realizado estudios
enfocados en la deteccion de Tannerella forsythia, mediante la técnica de PCR, en
pacientes con enfermedad periodontal de progresion lenta. Ademas, nos permitiria
conocer si el periodontopatdogeno estudiado estd presente en la poblacion local, y en el
caso de identificarlo verificar si coinciden con estudios realizados en otros paises, puesto
gue es importante considerar las diferencias geograficas, étnicas y genéticas entre
individuos de diversas poblaciones. La presente investigacion es de interés personal
porque me permite obtener el titulo universitario en la Carrera de Odontologia. Este
estudio esté dentro de las lineas de investigacion de la Universidad Catélica de Cuenca y
de los tépicos de investigacion en la Carrera de Odontologia y tienen concordancia con

las politicas institucionales de la investigacion.
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3.- OBJETIVOS
3.1.- Objetivo general:

Detectar la presencia de Tannerella forsythia mediante una técnica de Biologia Molecular
en pacientes con enfermedad periodontal de progresion lenta que acuden a la Clinica

Odontoldgica de la Universidad Catdlica de Cuenca, periodo marzo — agosto 2019.

3.2.- Objetivos especificos:

v Identificar Tannerella forsythia en pacientes con enfermedad periodontal de
progresion lenta, mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).
v' Determinar la presencia de Tannerella forsythia en pacientes con enfermedad

periodontal de progresion lenta, segun el sexo.

4.- MARCO TEORICO

4.1.- Enfermedad periodontal
4.1.a. — Definicion

La enfermedad periodontal es una patologia oral multifactorial , caracterizada por la
presencia de cambios inflamatorios en las estructuras de soporte de los dientes; que con
el progreso de la enfermedad provoca destruccion tisular, reduccion del soporte dental, vy,
en Ultima instancia, pérdida dental “?. Entre las enfermedades periodontales mas

comunes tenemos: gingivitis (proceso inflamatorio gingival reversible) y periodontitis V.

4.1.b.- Factores de riesgo relacionados a la enfermedad periodontal

La enfermedad periodontal es de origen multifactorial. Aunque los patégenos
periodontales son necesarios, su presencia no es suficiente para que cause periodontitis
de progresion lenta. La placa bacteriana es un componente decisivo en la inflamacién de
los tejidos periodontales, pero son los factores de riesgo del hospedador los que facilitan

la progresion de esta patologia ®2.
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Existen diversos factores que pueden desencadenar la enfermedad periodontal, entre
ellos se encuentran: susceptibilidad genética 13 edad, sexo, higiene oral deficiente,
estrés, restauraciones defectuosas, enfermedad periodontal preexistente ®¥, tabaquismo,

(15)

enfermedades sistémicas (diabetes mellitus) , hivel socioecondmico, bajo nivel

educativo, entre otros .

4.1.c.-Nueva clasificacion periodontal
En la nueva clasificacion periodontal se considera a la periodontitis mediante estadios y

grados 9.

A) Estadios de la periodontitis de progresion lenta

Estan delimitados por la pérdida del nivel de insercién clinica , depende de la severidad
y el alcance de la enfermedad ®”. Ademas, incluye una descripcién de la extension y

distribucion en la denticiéon @2,

« Estadio | (periodontitis inicial): presenta pérdida de insercién interproximal de 1 -2 mm
en el sitio mas afectado y/o pérdida 6sea radiografica en el tercio coronal (<15%) 19,

« Estadio Il (periodontitis moderada): existe pérdida de inserciéon interproximal de 3-4
mm en el sitio mas afectado y/o pérdida ésea radiografica en el tercio coronal (15-
33%) 19,

« Estadio Il (periodontitis severa con potencial de pérdida adicional de dientes):
presenta pérdida de insercion interproximal 25mm en el sitio mas afectado y/o pérdida
Osea radiografica que se extiende hasta el tercio medio o apical de la raiz dental.
Asociado principalmente con la pérdida de hasta 4 piezas dentales 9.

« Estadio IV (periodontitis severa con potencial pérdida de la denticidn): existe pérdida
de insercién interproximal 25mm en el sitio mas afectado y/o pérdida 6sea radiografica
gue se extiende hasta el tercio medio o apical de la raiz del diente. Se asocia con la

pérdida de 5 0 mas piezas dentales 9.

B) Distribucidn de la periodontitis

De acuerdo a los dientes afectados con periodontitis puede ser:

v' Localizada (hasta el 30% de los dientes afectados)

v Generalizada (>30% de los dientes afectados) “.



20

C) Grados

El grado esta determinado por la velocidad y el riesgo de progresion 9.

Los grados son definidos de la siguiente forma:

« Grado A (progresioén lenta): presenta leve destrucciéon periodontal, por ello, no existe
progresion de la pérdida de insercion durante 5 afios o pérdida 6sea de hasta 0,25
mm. Se manifiesta principalmente en pacientes con gran acimulo de biofilm ©.

% Grado B (progresién moderada): progresion de la pérdida de insercion menor a 2
mm durante 5 afios o pérdida 6sea de entre 0,25 — 1 mm. La destruccién periodontal
es compatible con depésitos de placa bacteriana .

% Grado C (rapida progresién): presenta periodos de progresion rapida asociada con
el patron molar/incisivo. Existe progresiéon = 2 mm durante 5 afos y/o pérdida ésea
superior a 1 mm. La destruccién periodontal supera las expectativas por el acimulo de

biofilm .
4.1.c.1.- Periodontitis de progresion lenta
4.1.c.1.1- Definicion

La periodontitis de progresion lenta, conocida anteriormente como periodontitis crénica*®,
es la forma de periodontitis mas frecuente ®”. Se presenta con mayor prevalencia en la
edad adulta, aunque puede desarrollarse en personas de cualquier edad ®. Se define
como una enfermedad infecciosa multifactorial producida principalmente por diversos
microorganismos periodontopatégenos, que conlleva a la migracion del epitelio de unién
hacia apical y destruccién de los tejidos de soporte dental *V. A medida que progresa la

enfermedad se puede llegar a la pérdida dental 2.

4.1.c.1.2.- Etiologia

La etiologia de la periodontitis de progresion lenta es multifactorial *®, la cual resulta de la
interaccion de las bacterias periodontopatégenas con la respuesta inmune del huésped®.
Los principales agentes etioldégicos en el inicio y progresion de periodontitis son las
bacterias periodontopatégenas pertenecientes al complejo rojo tales

como: Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythia .
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4.1.c.1.3.- Caracteristicas clinicas de la periodontitis de progresién lenta

La periodontitis de progresion lenta presenta las siguientes caracteristicas clinicas:
pérdida de insercion periodontal detectada en dos o mas sitios interproximales no
adyacentes; o pérdida de insercibn de 3mm o mas en las caras vestibular o
palatina/lingual en por lo menos 2 dientes, alteraciones del color, la textura y el volumen
de la encia marginal, presencia de bolsas periodontales (surco gingival profundizado por
un proceso patoldgico), acumulacién de placa supra y subgingival relacionado con la
formacion de calculos, sangrado al sondaje de la zona de la bolsa periodontal, retraccion
del margen gingival, pérdida 6sea radiografica (horizontal o angular), exposicion de furca,
aumento de la movilidad dental, migracién dental, suele ser indolora y en dltima instancia,

la exfoliacion de la pieza dental 29,

4.1.c.1.4.- Principales microorganismos presentes en la periodontitis de progresion

lenta.

La periodontitis de progresion lenta inicia con la presencia de una biopelicula microbiana
compleja en el area subgingival ®®. El complejo rojo que surge tardiamente en el
desarrollo de la biopelicula, comprende especies gramnegativas consideradas patégenos
importantes en la enfermedad periodontal, tales como: Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola y Tannerella forsythia, las mismas que se relacionan con la pérdida
6sea y de insercion 9.

También existen otras bacterias que favorecen la destruccion periodontal como

Aggregatibacter actynocetemcomitans, Prevotella intermedia y Fusobacterium nucleatum
(10

La capacidad de coagregacion del Fusobacterium nucleatum le permite actuar como un
“puente” microbiano entre los colonizadores tempranos y tardios durante la formacion de
la biopelicula, por esto se le considera como un microorganismo clave en la formacién de

placa bacteriana @.
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4.1.d.- Tannerella forsythia

A) Generalidades

Tannerella forsythia, conocida anteriormente como Bacteroides forsythus @) es una
bacteria Gram-negativa anaerobia estricta, inmévil, con forma bacilar o fusiforme *®,

implicada en periodontitis de progresién lenta 9.

B) Estructura bacteriana

Membranas: Tannerella forsythia presenta dos membranas: una interna y otra externa.
La region localizada entre estas dos membranas se denomina espacio periplasmico, el

cual contiene la pared celular que esta constituida por peptidoglucano o mureina @9,

Lipopolisacaridos o Endotoxinas: Se encuentran en la membrana externa de los
microorganismos gramnegativos y contribuyen a su integridad estructural. Tiene una vital
importancia porque proveen a los microorganismos la capacidad de inducir
enfermedades. Ademas, provocan dafio tisular y reabsorcién 6sea .

Los lipopolisacaridos cumplen las siguientes funciones: inducen la inflamacién, estimulan
la sintesis de prostaglandinas, y activan los leucocitos polimorfonucleares vy
macréfagos™?.

C) Factores de virulencia de Tannerella forsythia

« Capa S: es una capa superficial glicoproteica situada por fuera de la membrana
externa. Esta implicada en los procesos de adhesion de Tannerella forsythia e
invasion del tejido periodontal ®?. Ademas, proporciona un blindaje protector “7.

% BspA: es una glicoproteina que provee a Tannerella forsythia la capacidad de
adherirse y coagregarse con otros microorganismos como Fusobacterium nucleatum y
Treponema denticola ©* 3

« Proteasas: se asocian a la destruccion del periodonto por su capacidad
inmunomoduladora, al destruir citoquinas, inmunoglobulinas y complemento €2,

% Lipoproteinas: son componentes de la pared celular que intervienen en la
patogénesis de la periodontitis al activar las células huésped para liberar citoquinas
proinflamatorias e inducir la apoptosis celular ¢" 39,

+ Glicosidasas y sialidasas: son enzimas capaces de desestabilizar el periodonto

mediante la degradacién de polisacéaridos y proteoglicanos ©%.
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4.1.e. Identificacion molecular de Tannerella forsythia

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), es un método molecular altamente
sensible, rapido y reproducible, que permite obtener una identificacién certera de un
fragmento de ADN de una célula especifica, incluso en presencia de cientos de especies
diferentes % 32 3. 39 para la deteccion bacteriana, se utiliza frecuentemente el ARN

ribosomal 16S, debido a su presencia en todos los organismos vivos .

El proceso de PCR consiste en extraer ADN para realizar su amplificacion con el uso de
cebadores especificos. Los reactivos son colocados en un equipo denominado
termociclador, el cual permite realizar los cambios térmicos de manera precisa y rapida
(para cada etapa) a los tubos de reaccion . Posteriormente, en la fase de electroforesis
se produce una migracion del producto amplificado y finalmente se revela el resultado

mediante luz ultravioleta. t°.

La técnica de PCR se ha utilizado para la identificacién de patégenos periodontales en
muestras subgingivales, debido a que permite la deteccién de bacterias presentes en muy

bajas concentraciones ©®.

4.2.- ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Mujica C. et al. ¥, realizaron un estudio acerca de la co-deteccién de patégenos
periodontales, con el objetivo de determinar la prevalencia de estas bacterias mediante
Reaccion en Cadena de la Polimerasa convencional, en el cual incluyeron a 67 pacientes
chilenos diagnosticados con periodontitis crénica y obtuvieron como resultado que un 58%
presentaba Treponema denticola, 30% Tannerella forsythia, 31% Porphyromonas

gingivalis y 90% de Fusobacterium nucleatum .

Farias B. et al. @, realizaron un estudio en Brasil acerca de la ocurrencia de patégenos
periodontales pertenecientes al complejo rojo (Tannerella forsythia, Porphyromonas
gingivalis y Treponema denticola) y Aggregatibacter actinomycetemcomitans, en 29
pacientes diagnosticados con periodontitis crénica, cuyas muestran fueron recogidas de 4
sitios con més profundidad al sondaje. De los 116 sitios de recoleccién obtuvieron como
resultado, mediante el uso de PCR convencional: un 46,6% para P. gingivalis, 41,4%

para T. forsythia, 33,6% para T. denticola y 27,6% para A. actinomycetemcomitans .
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Sanchez J, Garcia G & Spin R. @) explican la nueva clasificacion sobre las enfermedades
y condiciones periodontales y Peri-implantares, con el objetivo de introducir esta
clasificacion actualizada en los clinicos, investigadores y estudiantes para que entre en
uso frecuente y puedan aplicarla, llegando a la conclusion de que esta clasificacién
aungue nos indica una evaluacion mas completa de la condicion general de nuestros
pacientes, tiene falencias y fragilidades por lo que seran necesarias nuevas revisiones,
asi conforme avance la ciencia se irdn incorporando nuevas términos, descubrimientos

periodontales, pues esta clasificacién fue hecha con esa intencién ©.

Ardila C, Botero A & Guzman C. ), presentaron un estudio sobre las caracteristicas
microbioldgicas de pacientes con periodontitis agresiva y cronica, en el que participaron
94 pacientes colombianos, de los cuales 40 fueron diagnosticados con periodontitis
crénica, 40 con periodontitis agresiva y 14 controles sin periodontitis. Mediante la técnica
de PCR, el resultado obtenido en la periodontitis crénica, fue un 62,5% tanto para
Tannerella forsythia como para Porphyromonas gingivalis y un 5% Aggregatibacter
actinomycetemcomitans; mientras que en la periodontitis agresiva presentaron el 42,5%

Porphyromonas gingivalis, 22,5% A. actinomycetemcomitans y 17,5% T. forsythia .

Papone V. et al. ®, publicaron un articulo sobre la deteccion y prevalencia de patégenos
periodontales, cuyo objetivo fue identificar cuales de las 5 especies de microorganismos:
Agreggatibacter  actinomycetemcomitans,  Porphyromonas  gingivalis, Prevotella
intermedia, Tannerella forsythia y Fusobacterium nucleatum, se presentaban en las bolsas
periodontales de 51 pacientes uruguayos diagnosticados con periodontitis cronica,
mediante el uso de técnicas convencionales microbioldgicas y metagendémica. Mediante
la técnica microbiolégica convencional, la presencia de A. actynomicetemcomitans fue de
un 33% y bacterias negras anaerobias con un 100%, y con la multiplex-PCR, las mas
prevalentes fueron F. nucelatum, T. forsythia y P. gingivalis con 100%, 92%, 88%,

respectivamente ©.

Cosac C. et al. , en un articulo denominado cuantificacién relativa de Porphyromonas
gingivalis, Treponema  denticola, Tannerella  forsythia y  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, realizaron un estudio en Rumania a 259 pacientes de los cuales
179 presentaron enfermedad periodontal, con el objetivo de detectar los patdgenos
periodontales antes mencionados, mediante la técnica de PCR cuantitativa en tiempo real.

En esta investigacion obtuvieron como resultado la presencia de A.
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actinomycetemcomitans, T. denticola, T. forsythia y P. gingivalis, en un 24%, 85%, 88% y

91% de los casos, respectivamente ©.

D" evaluaron la composicién microbioldgica de la terapia mecanica

Bazzano G. et al.
periodontal, en bolsas periodontales 25mm, mediante la técnica de PCR. Para ello, antes
y después del tratamiento, tomaron muestras subgingivales de 44 sitios de pacientes
diagnosticados con periodontitis crénica. En el resultado registrado antes de realizar el
tratamiento presentaron: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema
denticola, en un 66%, 55% y 41%, respectivamente, mientras que después del tratamiento
periodontal, los periodontopatdgenos mencionados anteriormente, disminuyeron

significativamente ™V,

Nayak A. et al. @, realizaron un estudio en la India acerca de la deteccién de organismos
del complejo rojo por PCR-multiplex, a 170 pacientes diagnosticados con periodontitis
crénica con profundidad de bolsa 25mm, de los cuales 106 corresponden a muestras
positivas del complejo rojo. El estudio revela la presencia de Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola y Tannerella forsythia en un 67,84%, 43,48% Yy 66,09%,

respectivamente .

Iniesta M. et al. ®, realizaron un andlisis de los factores de virulencia de Aggregatibacter
actynomicetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia, ya que son los
gue estan principalmente asociados a la periodontitis, llegando a la conclusion de que por
sus factores de virulencia son capaces de eludir al huésped, colonizar los surcos

gingivales y causar destruccion de los tejidos periodontales ©Y.

Nayak A. et al. ®?

, publicaron un articulo sobre la deteccion por PCR de Tannerella
forsythia en pacientes con periodontitis crénica, mediante dos técnicas de muestreo:
bolsillo y de cureta. Para este estudio incluyeron a 27 pacientes adultos con presencia de
la patologia mencionada anteriormente. El estudio muestra una ocurrencia de un 62, 96%
de Tannerella forsythia ®? mediante ambas técnicas. La técnica de muestreo de bolsillo
identifico Tannerella forsythia en un 33.33% mientras que la técnica de cureta un 37,03%,

y la coincidencia exacta entre estas dos técnicas fue de un 7,40% ©?.

5.-HIPOTESIS

El presente estudio no precisé hipotesis por ser de tipo descriptivo.



CAPITULO II

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

e Nivel de investigacion: Exploratorio

Tipo de Investigacion:
e Por el ambito: De campo y laboratorio
e Por latécnica: Observacional

e Porlatemporalidad: Transversal actual

2.- POBLACION Y MUESTRA

La poblacién de estudio fue no probabilistica, puesto que no es representativa de todo el
universo de dicha poblacion. Se tuvo acceso a los pacientes con enfermedad periodontal
de progresién lenta atendidos en la Clinica Odontoldgica de la Universidad Catdlica de
Cuenca en el periodo marzo-agosto 2019, sin embargo, no fueron seleccionados por un
criterio estadistico debido a que no hay acceso a una lista completa de los individuos que
conforman la poblacién. Esta poblacién fue seleccionada segun criterios previamente

establecidos por el investigador (la presencia de la patologia).

2.1.- Criterios de seleccién: Para la formalizacién de la poblacion se tuvo en cuenta los

siguientes criterios de seleccion:

2.1.a.- Criterios de inclusion: Se incluyeron en el presente estudio a los
pacientes que acudieron a la Clinica Odontolégica de la Universidad Catélica de
Cuenca en el periodo marzo—agosto 2019, con presencia de periodontitis de
progresion lenta con profundidad al sondaje 25mm, vy a los pacientes que

aceptaron participar en el estudio y firmaron el consentimiento informado.

2.1.b.- Criterios de exclusién: Se excluyeron a los pacientes que padecian otro
tipo de enfermedad periodontal, aquellas personas que no aceptaron participar en
el estudio, pacientes con enfermedades sistémicas, discapacitados, fumadores de
mas de 10 cigarrillos al dia, pacientes que hayan recibido terapia periodontal
previa y pacientes que hayan recibido antibioticoterapia durante los dltimos seis

meses.
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2.2.- Tamafio de la muestra ©”: La muestra total fue de 41 pacientes 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 individuos mas representativos.



3.- OPERACIONALIZACION DE VARIABLES ©®,
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VARIABLE DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERATIVA TIPO ESCALA DATO
ESTADISTICO

Presencia de Presencia del | Se determina mediante la | Cualitativa Nominal -Presencia

Tannerella periodontopatégeno (Tannerella | Reaccion en Cadena de la -Ausencia

forsythia por forsythia) en pacientes con | Polimerasa (PCR).

Biologia enfermedad  periodontal  de

Molecular progresion lenta de una poblacion
determinada.

Sexo Caracteristicas  genotipicas y | Caracteristicas externas que | Cualitativo Nominal -Masculino
fenotipicas de la persona. diferencian al varén de la mujer. -Femenino
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4.- INSTRUMENTOS, MATERIALES Y RECURSOS PARA LA RECOLECCION DE
DATOS.

4.1.- Instrumentos documentales: Se utiliz6 dos fichas de recoleccion de datos: una
ficha periodontal, que consté de los siguientes parametros: codigo de la muestra, datos
generales del paciente (hombre, edad, sexo), periodontograma de la pieza dental tomada
como muestra con bolsa periodontal 25mm, observaciones clinicas adicionales; y otra
ficha de observacion de Biologia Molecular que consté del protocolo de trabajo y del
registro de resultados en esta area. Posteriormente, se registré los datos obtenidos en el

programa de libre acceso de Excel.

Se anexa al final las fichas utilizadas para la recoleccion de datos y el consentimiento

informado validado por el Comité de Bioética de la Universidad Catolica de Cuenca.

4.2.- Instrumentos mecéanicos: se utilizé el laboratorio de Genética y de Biologia
Molecular de la Universidad Catélica de Cuenca, para realizar la deteccion por PCR de las
muestras tomadas, y para el registro de datos obtenidos se utiliz6 una computadora de

escritorio.

4 .3.- Materiales

Para el presente estudio utilizamos: materiales de escritorio, copias de las fichas
validadas, set de diagndstico bucal, uniforme completo, guantes, mascarilla, gorro, sondas
periodontales Carolina del Norte, curetas estériles, conos de papel estériles, torundas de

algoddn, gasas estériles.

En el laboratorio de Biologia Molecular utilizamos: tubos de ensayo, tubos eppendorf 1 ml,
tubos PCR, pipetas de 1-10, 20-200, 100-1000, puntas de 10, 100 y 1000, agitador Vértex
mixer, Genomic DNA Purification Kit, termociclador, camara de electroforesis horizontal,
centrifuga, termobloque, Tioglicolato, primers, agua ultrapura, Master Mix, TAE, gel de

Agarosa, Ladder y Sybr safe.

4.4.- Recursos.

Para llevar a cabo el estudio se necesitaron recursos institucionales (UCACUE), recursos

humanos (Examinadores y Tutores) y recursos financieros (autofinanciados).
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5.-PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE DATOS.
5.1.-Ubicacion espacial.

La Clinica Odontoldgica de la Universidad Catolica de Cuenca, esta ubicado entre la
Avenida de las Américas y Humboldt, en los exteriores de la Carrera de Odontologia, en

la ciudad de Cuenca, provincia del Azuay, Republica del Ecuador.

5.2.-Ubicacion temporal.

La investigacion se ejecuté entre los meses de marzo- agosto 2019, durante este periodo
se realiz6: la estructuracion del presente estudio, la recoleccion de muestras tomadas de
pacientes con periodontitis de progresion lenta que acudieron a la Clinica Odontoldgica de

la Universidad Catolica de Cuenca y la deteccion de Tannerella forsythia por PCR.

5.3.- Procedimientos de la toma de datos.
Para el registro de los datos obtenidos se utilizaron las fichas de recoleccion de datos
periodontal y de biologia molecular, las mismas que fueron ingresadas al programa de

libre acceso de Excel.

El estudio de deteccidbn de Tannerella forsythia, buscé describir cualitativamente su

presencia en pacientes con periodontitis de progresion lenta.

5.3.1. Método de toma de muestra microbioldgica utilizado por los examinadores

Los examinadores clinicos fuimos calibrados por especialistas en periodoncia de la
Universidad Catolica de Cuenca, mediante practicas previas de toma de muestra. Una vez

calibrados los examinadores tuvimos que seguir las siguientes recomendaciones:

1. Asegurarnos que el paciente cumpla con los parametros de diagnéstico de una
periodontitis de progresion lenta (bolsa periodontal 25mm), de acuerdo a la nueva
clasificacion periodontal 2018.

Utilizar los implementos de bioseguridad.

Utilizar la Sonda Carolina del Norte

Esterilizar el instrumental utilizado y materiales como los conos de papel.

Tomar correctamente la muestra para evitar su contaminacion.

I o

Al tomar la muestra, evitar doblar la punta de los conos de papel.
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7. Seguir adecuadamente el protocolo de manejo de las muestras.

Para el procedimiento de la toma de muestras, se aislé previamente el sector con rollos
de algoddén. Las muestras se recolectaron de la bolsa periodontal de pacientes con
periodontitis de progresion lenta, con profundidades de sondaje iguales o superiores a
5mm. De cada paciente se tomd la muestra del sitio mas profundo. Para la obtencién de
la muestra utilizamos conos de papel estériles nimero 15 en dientes anteriores y nimero
20 en dientes posteriores, durante 20 segundos. Inmediatamente, cada cono de papel se
introdujo en el medio de transporte con 3ml de caldo Tioglicolato. Las muestras son
transportadas de inmediato al laboratorio de Genética y Biologia Molecular de la

Universidad Catolica de Cuenca para su posterior procesamiento.

5.3.2.- Deteccion de Tannerella forsythia por Reacciéon en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

Para realizar la identificacién por PCR se realizo la extracciébn de ADN, a partir de las
muestras conservadas en el caldo Tioglicolato a 37°C, durante 15 dias. Para la liberacion

del material genético, se procedi6 de la siguiente manera:

a) Se transfirio6 1ml de la suspension bacteriana a un tubo eppendorf, se centrifugd en una

microcentrifuga digital Hettich a 8000 rpm durante 3 minutos, y se retir0 el sobrenadante.

b) Sobre el pellet del fondo del tubo, se coloco 50ul de la solucién de lisis, formada por
SDS al 1% en Na(OH) 0,25N y se llevo a 100°C por 10 minutos.

c) Se agregd 450 ul de agua ultrapura, se centrifugé durante 15 segundos a 8000 rpm y

finalmente, se lleva a congelacion (-20°C) hasta el momento de realizar la PCR.

Posteriormente, se amplificé un fragmento del gen ADNr 16S utilizando las secuencias de

los Oligonucleétidos (Cuadro 1).

Bacteria Secuencia (5 - 3’) Tamaio | Referencia
Tannerella F: GCG TAT GTAACC TGC CCG CA Ashimoto
, 641pb
forsythia R: TGC TTC AGT GTC AGT TATACC T 1996

Cuadro N° 1. Primers de Tannerella forsythia y su amplificacion.
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En un tubo de PCR de 0,2 ml de volumen se prepard la siguiente mezcla de reaccion:
10ul de Master Mix (Gotaq Green 2X de Promega), 1,5 yl de primer forward, 1,5 pl de
primer reverse, 5 yl de agua ultrapura y 2 pl de ADN total. El volumen final de la reaccion
de PCR fue de 20 pl. Posteriormente, se homogenizd las muestras mediante Vortex

mixer.
La reaccion se efectia en un termociclador Agilent con el protocolo:

1. Desnaturalizacion inicial a 95°C x 2 min
2. 36 ciclos de:
a. Desnaturalizacién a 95°C x 30 seg
b. Hibridaciéon a 60°C x 1min
c. Elongacion a 72°C x 1 min

3. Elongacion final a 72°C x 2 min

Finalmente, la electroforesis se realizé en 50 ml de gel de agarosa al 2% con 3 ul de Sybr
Safe, durante 1 hora, con el programa 60V, 90mA, 60W, y su visualizaciéon en un

transiluminador UV.

6.- PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS DE DATOS ©9.

Fue aplicada la estadistica descriptiva para presentar los datos obtenidos de las unidades
de estudio sobre la presencia de Tannerella forsythia en pacientes con periodontitis 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 elaboraron: una tabla para la distribucion de la muestra y dos tablas
descriptivas con las variables de presencia — ausencia por PCR vy distribuciéon de acuerdo
al sexo. De esta forma se podra mostrar con claridad la presencia de la bacteria y su

distribucién segun el sexo.
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7.- ASPECTOS BIOETICOS

El presente estudio no implicé conflictos bioéticos, debido a que previo a la toma de
muestra se ejecutd la firma del consentimiento informado a todos los pacientes que
participaron en el estudio, para lo cual, se les informé por escrito acerca de los objetivos,
metodologia del estudio y el compromiso de confidencialidad de sus datos por parte del
investigador. Ademas, se les manifest6 el beneficio que podria traer a la comunidad en lo
gue respecta a métodos terapéuticos especificos con la determinacion de las bacterias

como agentes etiolégicos de la periodontitis de progresion lenta.

La misma fue aprobada por el Comité de Bioética de la Universidad Catdlica de Cuenca,
bajo el codigo: MO61TANODO7.



CAPITULO III

RESULTADOS, DISCUSION Y CONCLUSIONES



1. RESULTADOS:

Tabla N°1. Distribucion de la muestra, segun edad y sexo.
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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: En un total de 41 pacientes diagnosticados con periodontitis de progresion

lenta el 61% pertenece al sexo masculino y el 39% al sexo femenino, la poblacion

estudiada en su mayoria fue de 30- 39 afios.



Tabla N°2. Presencia de Tannerella forsythia, mediante PCR.

n %
Presencia 9,8
Ausencia 37 90,2
TOTAL 41 100

37

Interpretacion: La técnica de PCR permiti6 detectar Tannerella forsythia en pacientes con

periodontitis de progresion lenta. A pesar de ser un microorganismo frecuente en pacientes

gue padecen la patologia mencionada anteriormente, en la poblacién estudiada la

presencia de Tannerella forsythia es baja.



Tabla N°3. Presencia de Tannerella forsythia, segun el sexo.
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Masculino Femenino
n % n %
Presencia 2 8 2 12,5
Ausencia 23 92 14 87,5
TOTAL 25 100 16 100

Interpretacion: Tannerella forsythia se presenta en un mayor porcentaje en el sexo

femenino.



39

2. DISCUSION:

La etiologia de la periodontitis de progresién lenta es multifactorial, sin embargo, la
microbiota subgingival desempefia un papel relevante en el desarrollo de esta patologia.
Por ello, el presente estudio evalud la deteccion de Tannerella forsythia en 41 pacientes
diagnosticados con periodontitis de progresion lenta, atendidos en la Clinica Odontolégica
de la Universidad Catdlica de Cuenca, Ecuador. La deteccién de este microorganismo se
realizé mediante la técnica de PCR debido a que el periodontopatégeno estudiado es dificil

de cultivar por sus requerimientos.

La presente investigacion permiti6 detectar Tannerella forsythia en pacientes con
periodontitis de progresion lenta, mediante la técnica de PCR, lo cual demuestra que el
protocolo seguido es util para la detecciébn de esta bacteria. Ademas, mostré6 una baja

presencia de Tannerella forsythia, con un mayor porcentaje en mujeres.

El presente estudio es el primero realizado a nivel nacional, no obstante, existen diversas
investigaciones internacionales que utilizan la técnica de PCR para detectar bacterias
relacionadas a la enfermedad periodontal, en los cuales demuestran que Tannerella
forsythia es un periodontopatdégeno fuertemente asociado con la periodontitis de progresion
lenta. Asi, como los estudios realizados en Chile ¥, Brasil ®, Argentina **, Colombia ,
India ® y Uruguay ® encontraron un 30%, 41,4%, 55%, 62,5%, 67,84% y 92% de
Tannerella forsythia, respectivamente, lo cual difiere con nuestros resultados ya que la
presencia del periodontopatégeno estudiado es significativamente menor, con un 9,8%.
Entonces, al comparar nuestra investigacién con estudios realizados en otros paises,
evidenciamos que la frecuencia del periodontopatégeno estudiado varia en cada pais, lo
cual denota que la presencia de Tannerella forsythia difiere en relacién a las ubicaciones
geograficas y caracteristicas genéticas, asi como entre los diferentes grupos raciales y

étnicos.

Papone V. et al @, refieren que la presencia de T. forsythia segin el sexo fue
significativamente mayor en hombres, lo cual difiere con nuestro estudio, debido a que
presenté un mayor porcentaje en mujeres. Sin embargo, Mujica C. et al. ¥, coinciden con
nuestros resultados, puesto que Tannerella forsythia fue mas frecuente en mujeres. En
general, los estudios analizados, no revelan una predileccién por un sexo en especifico,
por ende, no se considera al sexo como factor determinante de la periodontitis de

progresion lenta.
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Ademdas, pese a que nuestro resultado sugiere una mayor presencia de este
periodontopatégeno en el sexo femenino, la cantidad limitada de individuos que
participaron en el estudio, no es suficiente para generalizar ese resultado, por lo cual se

recomienda realizar futuras investigaciones.

Entre las limitaciones del presente estudio es importante destacar que, al utilizar un
método molecular sensible, pensamos que varios factores pueden influir en los resultados,
debido a que el método de extraccién de ADN no es especifico para Tannerella forsythia.
Sin embargo, varios estudios realizados anteriormente, sugieren que se puede emplear.
Por ello, los resultados obtenidos demuestran que es un método valido. Ademas, es
fundamental sefialar que la nitidez de la visualizacion del periodontopatdogeno depende de

la carga bacteriana de la muestra.

En conclusion, la técnica de PCR es Util para la deteccién de Tannerella forsythia, ademas,
este periodontopatégeno tiene asociacién con la periodontitis de progresion lenta, no
obstante, en la poblacion estudiada la presencia es significativamente menor en

comparacion con los estudios realizados en otros paises.
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3. CONCLUSIONES:

Primera. — La técnica de PCR permiti6 detectar Tannerella forsythia en bolsas

periodontales de pacientes con periodontitis de progresion lenta en un 9,8%.

Segunda. — Tannerella forsythia muestra una mayor presencia en el sexo femenino con un

12,5%, mientras que en el sexo masculino se presentd en un 8%.
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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 4.

Certificado de permiso de funcionamiento del laboratorio quimico microbiolégico y

bromatologico.

A\GENCIA DE ASEGURAMIENTO
DE LA CALIDAD DE LOS SERVICIOS N AINISTERIC
ACESS DE SALUD Y MEDICINA PREPAGADA 4 SALLD PUBLICA

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
MICROEBIOLOGICO Y BROMATOLOGICO

Propietario o representante legal: POZ0O CABRERA ENRIQUE EUGENIO

No. RUC: 0190032981001 No. establecimiento: 018
Entidad: PRIVADO Unicodigo: 28216
Tipo: 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
Responsable técnico: PARDO VICUNA MARIA DE LOURDES
Ubicacién:
Provincia: AZUAY Cantén: CUENCA Parroquia:. CUENCA
Direccion: AV. AMERICAS S/N y HUMBOLT 4 Barrio. BELLAVISTA
Fecha de emision:  2018-11-18 Fecha de vencimiento: 2019-11-18 Mutaen o inticles sl coftiin e
.Aurobado por:

ALARCON CALLE JENNIFER ALEXANDRA
DELEGADO/A PROVINCIAL DE LA ACESS




Instrumento de recoleccion de datos (Ficha periodontal) — Hoja 1.

a UNIVERSIDAD

o mAD FTASCAT A . SERVCH 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

Anexo 5.

17

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS PERSONALES

Cédigo de la muestra:

Nombre del Examinador:

17

Nombre del Paciente:

Edad: Sexo:

ad

- OBSERVACIONES

a7

17

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

DATOS PERSONALES

Codigo de la muestra:

Nombre del Examinador:

Nombre del Paciente:

17

Edad: Sexo:

OBSERVACIONES

ar

a7

FEK"T

|
le
i
M
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Anexo 6.

Instrumento de recoleccién de datos (Ficha de trabajo en el laboratorio de Biologia

molecular) — Hoja 2.

UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA

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 — 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 5
Fecha: Extraccién de ADN
(SDS-Lisis alcalina-Temperatura) Cuantificacion de ADN
Fecha:
Gen a identificar
Primers F:
R:
Célculos
Muestras Total
MM PR o | s
Primer F —ul x =
PCR (Reaccibn en Cadena de | PrimerR ul x =
Polimerasa) ADN ul x =
Agua ul x =
Total - ul x — =
Protocolo Usado
1.- Desnaturalizaciéninicial: __ minx ______ °C
2.- ciclos de:
Desnaturalizacion min x i 5
Alineamiento e T i
Elongacién I 5110 4 13
3.- Elongacion final: Aid am i i
Fecha:
Protocolo:
Electroforesis PERSRER | ¢
mA
waH
min

MM: Master Mix

SDS: Sodio Dodecilsulfato
F: Forward

R: Reverse



Anexo 7.

Instrumento de recoleccion de datos (Ficha de resultados en biologia molecular) — Hoja 3.

ERSTDAD
S R B

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, perfodo Marzo — Agosto 2019”.

RESULTADO DE LA ELECTROFORESIS HORIZONTAL

Ladder

RPRE i e | s | e e R B R L AT 8 R § e |
Ladder

N o | s e il 0 .2 e e | e 8 P R | R
Ladder

(o i o W ) o i WA W i | D S O B B S
Ladder

R 1 s | I e o e | PR ' e | R 6 (I @ RDSOH o s | R

: Colocar el cédigo de la muestra

[: : Colocar positivo o negativo
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Anexo 8.

Consentimiento Informado — Hoja 1.

UNIVERSIDAD
CATOLICA DE CUENCA Codigo

COMUNIDAD EDUCATIVA AL SERVICIO DEL PUZBLO

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 Odontolégica 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 localizaciéon 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 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.

OBIJETIVO DEL ESTUDIO

Determinar la ocurrencia de Bacterias y Levaduras patdgenas 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 coleccién de 30 a 50 cepas clinicas de Bacterias y Levaduras patdgenas, aisladas a partir
de pacientes con enfermedad periodontal de progresion lenta en la Clinica Odontoldgica de la Universidad
Catdlica de Cuenca.

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

3) Determinacién 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 9.

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 permitiré 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 informacion que nos proporcione se identificard con un codigo 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 estd 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 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 0 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 Catlica de Cuenca,

Carrera de Medicina ( cflores@ucacue.edu.ec )
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Anexo 10.

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

Fecha

Firma del investigador Fecha




Anexo 11.

Procedimiento para la obtencidn de resultados
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TOMA DE MUESTRAS
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AMPLIFICACION
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RESULTADOS DE LA DETECCION POR PCR DE TANNERELLA FORSYTHIA

C- EP41 EP36 C- EP34 EP39




Anexo 12.

Antiplagio - Hoja 1

Tannerella forsythia

por Erika Fabiola Moscoso Arpi

Fecha de entrega: 03-oct-2019 01:13p.m. (UTC-0500) /”*_\
Identificador de la entrega: 1185454385
Nombre del archivo: Tannerlla_forsythia.docx (103.64K) :

Total de palabras: 4898

Total de caracteres: 28443 Q.F. Carlos Andrade Tacuri MSc.
Magister en Biotecnologia Molecular

Folio 23-18-172
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Anexo 13.

Antiplagio - Hoja 2

e

ri MSc.

de Tacu
Q.F. Carlos Andra i

Magister en Biotecnologia M

i -18-172
Tannerella forsythia Folio 23-18-17

INFORME DE ORIGINALIDAD

0. 4, 3, 4,

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
INTERNET ESTUDIANTE
FUENTES PRIMARIAS
Katherine Yuliana Saavedra-Olivos, Tessy 1 o
0

Peralta-Ortiz, Alberto Ordinola-Zapata, John
Estuardo Sandoval-Ramayoni et al. "Deteccion
de una proteina asociada a la enfermedad de la
necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND) en
Litopenaeus vannamei bajo cultivo semi-
intensivo en Ecuador”, Revista de
Investigaciones Veterinarias del Peru, 2018

Publicacién

Sub’mltted to Universidad Catolica de Santa ’ <1 %
Maria 3
Trabajo del estudiante
doaj.or

Fuenti de Ingternet <1 %

Submitted to Universidad Auténoma de Nuevo <1 %
Ledn .

Trabajo del estudiante

&

Farias, B.C., P.R.E. Souza, B. Ferreira, R.S.A. <1 i
Melo, F.B. Machado, E.S. Gusmao, and R. :
Cimoes. "Occurrence of periodontal pathogens

ke
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Anexo 14.

Permiso del autor de tesis

PERMISO DEL AUTOR DE TESIS PARA SUBIR AL REPOSITORIO
INSTITUCIONAL

Yo. fue. fehole.. Mescasa Mt En calidad de
autor/a y ftitular de los derechos patrimoniales del trabajo de titulacidon
".TA.uu€ﬁ£LLA...F.Qﬁzv.mm...€m...En.uﬁr.c..!g;...ﬁw..s'!!?.@ﬁ.MEQAQ...P.(.RI.QQQ.NJAL ..... €.

.AEBQQKQEQN...A&NH\..O.U,{..L\(uO.EN...I.\.LA..u.INILA...QD.QN.T.Q%O'QE(AA..DQ..LA...‘
.UNI.VQB.%IQ&D..SAIQLI.(A.QE.&QENS.O.,J?SRT"ODO....MAR?.Q,..‘..AO,Q.‘AIQ.,..ZQ.{9.(....‘.
.................................................................................. " de conformidad a lo
establecido en el articulo 114 Cddigo Orgénico de la Economia Social de Los
Conocimientos, Creatividad e Innovacidn, reconozco a favor de la Universidad
Catdiica de Cuenca una ficencia gratuita, intransieribie y no exciusiva para e
uso no comercial de la obra, con fines estrictamente académicos, Asi misme;
autorizo a la Universidad para que realice la publicacidn de éste trabajo de
titulacion en el Repositorio Institucional de conformidad a lo dispuesto en el

articulo 144 de la Ley Orgénica de Educacion Superior.

Cuenca, 13..de. Oclobme de. 2019

# de cédula Q06045461
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