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RESUMEN

El término Periimplantitis hace referencia a la condicion de enfermedad en los tejidos de soporte de los
implantes bucales. Su etiologia es multifactorial, aunque la biopelicula microbiana desempefa un papel
esencial en la etiopatogenia de la enfermedad. A través de técnicas de cultivo, se han identificado algunas
bacterias implicadas en la etiopatogenia de las periodontopatias, entre estas, especies pertenecientes a
los Géneros Fusobacterium, Prevotella y Porphyromonas. El desarrollo de técnicas de biologia molecular
permite la identificacion de especies bacterianas que antes no eran referidas como parte de la microbiota
responsable de la patogénesis periodontal. La deteccion de la microbiota presente en los sacos
periodontales que se originan alrededor de los implantes es necesaria para el establecimiento de la
conducta terapéutica a ser instruida, mas aun si se toma den consideraciéon que las alteraciones de las
estructuras de soporte estan directamente relacionadas con muchos de los microorganismos presentes y
constituyen una de las causas mas frecuentes de fracaso del tratamiento rehabilitador con implantes. El
objetivo de este articulo es presentar una revision bibliografica de la técnica de hibridizaciéon checkerboard
ADN-ADN para la identificaciéon de los microorganismos mas frecuentemente asociados a la peri-
implantitis.

PALABRAS CLAVE: DNA-Checkerboard, microbiota periimplantaria, periimplantitis, implantes
osseointegrables.

ABSTRACT

The periimplantitis term is characterized as a disease that affects the support implant tissues. It has a
multifactorial etiology, with an important role of the biofilm on the periodontal diseases. The culture
techniques use possibilited to identify bacterias responsible for periodontal alterations, as Fusobacterium,
Prevotella and Porphyromonas ssp. The development of the molecular biology techniques possibilited the
identification of some bacterial species, that there were not related in the literature and there were
responsible for periodontal pathogenesis. The microbiota present on the periodontal pockets in
overdentures may contribute in the orientation of the therapeutic procedures, considering that the
structural alterations on the periodontal tissues are straightly related to microorganism presence, and it
constitutes one of the causes that affect the oral rehabilitation treatment with implants. This, the aim of
this study was to present a literature review of DNA-DNA hybridization technique in the identification of
the microorganisms more related to periimplantitis.
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INTRODUCCION

El término periimplantitis, que caracteriza la condiciéon de enfermedad en los tejidos de soporte de los implantes, fue definido
en el Workshop Europeo de Periodoncia en 1993 (1). Este término no debe ser considerado sinébnimo de "falla del implante™.
La presencia de inflamacion en el tejido peri-implante, no significa que inevitablemente esté comprometida la osteointegracion
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y consecuente pérdida del implante (2).

Lo inicio de la colonizacién bacteriana se caracteriza por un aumento del nimero de streptococos anaerdébios facultativos.
Entre tanto, anaerébios gram-negativos fueron isolados en algunos casos en pequefias cantidades (3). Con el decorrer del
tiempo, hay una disminucién de los streptococos facultativos y un aumento en la proporcién de gram-negativos anaerébios
estrictos, como Fusobacterium ssp e Prevotella ssp. Las bacterias encontradas en peri-implantitis estan asociadas a aquellas
encontradas en la periodontitis del adulto, con excepcién de los microorganismos Porphyromonas gingivalis y Actinobacillus
actinomycetemcomitans. (4,5)

La dolencia periodontal, resultado de una infeccién polimicrobiana, es la mayor y més frecuente enfermedad que acomete la
cavidad oral de los adultos. Es causada por varias especies microbiolégicas, tales como A. actinomycetemcomitans,
Fusobacterium nucleatum, P. gingivalis, Tanerella. forshytensis, Prevotella intermédia e Treponema denticola. El analisis de los
microorganismos presentes en la cavidad oral humana se ha limitado a métodos de andlisis de cultivo microbiano
convencional. Entretanto, muchas especies encontradas en la cavidad oral permanecen todavia no totalmente caracterizadas o
cultivadas. Consecuentemente, estudios evaluando los posibles causantes de las enfermedades de la cavidad oral, como la
peri-implantitis, se restringen apenas a las especies cultivables. Por tanto, un gran nimero de microorganismos no detectados
por el método tradicional de cultivo pueden hacer un papel fundamental en el origen y desenvolvimiento de esas
enfermedades (6).

En la década pasada, la introduccién de nuevas técnicas para identificacion de especies bacterianas, a partir de muestras
provenientes de placas subgingivales, permitieron ampliar los conocimientos en relacién con la composicién de la microbiota
periodontal, asi como el efecto de las terapias periodontales sobre la composicion de estas placas. Esas técnicas son mas
rapidas que las convencionales y son realizadas a través del uso de sondas de ADN (7,8,9).

Para SOCRANSKY et al. (2004)(10), es muy dificil realizar estudios en gran escala sobre los complejos ecosistemas
microbiolégicos usando técnicas microbiolégicas convencionales. Técnicas moleculares de identificacion, como la técnica de
hibridacion checkerboard ADN-ADN permiten identificar un gran nimero de especies en un gran niumero de muestras. Es una
técnica rapida, sensible y relativamente barata. La técnica consiste en el cruzamiento de las muestras recogidas con las
sondas de los microorganismos a ser estudiados, preparadas a partir de su ADN genémico.

Las sondas de ADN gendémico vienen siendo utilizadas extensamente en estudios evaluando la composicién de placas
subgingivales y la microbiota asociada con lesiones endodénticas (8,9,11).

La técnica de hibridacion checkerboard ADN-ADN fue descripta por primera vez en 1994, por SOCRANSKY et al. (12), usando
sondas especificas de 40 especies bacterianas, determinaron que la placa subgingival contiene especies bacterianas en
diferentes complejos. Estos parecen tener diferentes asociaciones con la severidad de la enfermedad periodontal e los varios
estados de desenvolvimiento de la placa microbiana (Cuadro 1). Los complejos amarillo y verde, los cuales incluyen varias
especies de estreptococos, asi como de bacilos Gram negativos anaerobios facultativos fueron detectados en el surco gingival
sano y al inicio de la formacion de la placa. La colonizacién por especies del complejo naranja parece depender de la presencia
de los primeros complejos (amarillo y verde) y comprende las espécies especies pertenecientes a los Géneros Prevotella sp y
Campylobacter spp. Las especies mas virulentas (complejo rojo) incluyen P. gingivalis, T. forshytensis e T. denticola. Otras
especies fueron agrupadas en un quinto complejo, o purpura (Ver Tabla 1). Algunas especies como A. actinomycetemcomitans
serotipo b, Actinomyces Naeslundii e Selomonas noxia no fueran encuadradas en ningin grupo (13).

La técnica DNA-checkerboard esta siendo muy utilizada para examinar la composicién microbiana de las placas supra y
subgingivales de pacientes saludables y con periodontitis, la relacion de la microbiota de la saliva con la dolencia periodontal,
la relacion del cigarrillo con la composicién de la placa subgingival, las diferencias de la composicidn de la placa subgingival de
pacientes de localizaciones geogréficas diversas, la relacion de la interfaces entre los componentes de los implantes y el
acumulo de placa, asi como el efecto de varias terapias periodontales sobre los microorganismos implicados (6,9).

Este medio de diagndstico ofrece ventajas en relacién a los métodos tradicionales de cultivo, como la deteccién de
microorganismos de desarrollo lento, nutricionalmente exigentes/fastidiosos y, todavia, la microbiota no cultivable. Se trata de
una técnica precisa y mucho mas réapida que las demas técnicas de diagndstico molecular, pues pueden ser examinadas até 30
muestras de placa microbiana de una Unica vez contra las sondas de ADN de 45 especies diversas. Ademas, las muestras
colectadas pueden ser conservadas por largos periodos de tiempo (11,15).

DAHLEN & LEONHARDT (2006) (16), evaluaron a través de la técnica de checkerboard ADN-ADN, la asociaciéon de 13 nuevas
bacterias recientemente asociadas a las dolencias periodontales, contra 12 patégenos periodontales conocidos. Cincuenta
pacientes participaron en el estudio. Para cada paciente, fueron colectadas las muestras de placa microbiana de los sitios
saludables e con dolencia periodontal con conos de papel. Las muestras fueron examinadas en relacion a las 25 sondas
gendmicas de las especies a ser evaluadas. Observaron que de las 25 especies estudiadas, 24 fueron detectadas mas
frecuentemente en los sitios con enfermedad periodontal cuando se compararon con las zonas sin enfermedad. De las nuevas
especies asociadas a las dolencias periodontales, solamente Prevotella tannerae, Filifactor alocis y Porphyromonas
endodontalis presentaron diferencias estadisticas en relacion a los sitios saludables y con dolencia periodontal. Los autores
concluyen que estos microorganismos deben ser adicionados a las otras 12 especies usadas para el diagnéstico de la
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periodontitis asociada a la microflora bacteriana.

KATSOULIS y col. (2005) (17), evaluaron el efecto del almacenaje de las muestras bacterianas en relacion a la deteccion
microbioldgica por la técnica de checkerboard ADN-ADN, bien como la proporcién de distribucién de los patégenos
pertenecientes al complejo rojo de Socransky. Las muestras de las placas sub-gingivales fueron divididas en cuatro grupos:
(1) procesamiento mediato, (2) después del almacenaje a +4°C por 6 semanas, (3) después almacenaje a -20°C por 6 meses
e (4) después almacenaje a -20°C por 12 meses. La proporcion de distribuciéon de los microorganismos pertenecientes al
complejo rojo no present6 diferencias entre los tres primeros grupos. Entretanto, la cantidad total de ADN bacteriana evaluado
disminuy6 significativamente en los grupos 3 e 4. Cantidades relativas de T. forsythensis, P. gingivalis e T. denticola
permanecieron estables en el segundo grupo, mientras que en los grupos 3 e 4 tuvieron sus cantidades reducidas. Los autores
concluyeron que todas las muestras bacterianas deben ser procesadas siguiendo un protocolo de almacenaje maximo de 6
semanas a +4°C, de modo a obtener mejores resultados cualitativos e cuantitativos, comparados al procesamiento mediato de
las muestras.

QUIRYNEN y col. (2005) (18), estudiaron la composiciéon microbiolégica por medio de la técnica de hibridaciéon checkerboard
ADN-ADN en pacientes sometidos al tratamiento con implantes (Branemark System, Nobel Biocare) mandibulares después de
10 afios de funcionamiento. Treinta y siete pacientes edéntulos totales participaron en el estudio, cuyas edades oscilaban
entre 36 y 85 afios. Fueron divididos en dos grupos: (1) 25 fueron rehabilitados con sobredentaduras (OD) y, el grupo (2) 12
pacientes recibieron prétesis fijas (FFP) sobre los implantes. Las muestras de las placas subgingivales fueran recogidas con el
auxilio de conos de papel estériles. Después de 10 anos de uso de las protesis, no hubo diferencias estadisticas, cuanta la
composicion de las placas subgingivales entre los grupos estudiados (OD e FFP), ni dentro del grupo OD. La microbiota
subgingival colectadas a partir de los sucos periimplantares present6 bajas cantidades de ADN (%=10x105), pero gran
frecuencia de deteccion de A. actinomycetemcomitans (>90%), P. gingivalis (>85%) e T. forsythensis (30%).

La dinamica de las modificaciones microbioldgicas subgingivales durante las primeras semanas, después de la terapia
periodontal, todavia no esta aclarado. El impacto del ambiente supragingival (saliva, placa supragingival y tejidos blandos)
sobre la manutencion e re-colonizacion subgingival después la terapia periodontal todavia es controvertida (19). Los implantes
orales posibilitan la observacion del modelo inicial de colonizacién subgingival. QUIRYNEN et al. (2005) (20) estudiaron el
desarrollo inicial de la biopelicula bacteriana y el tiempo necesario para que una microbiota subgingival compleja se instale en
implantes con bolsas superficiales (<3 mm) y moderadas (>3 mm) realizadas durante la colocacion de componente
intermediario, cuando comparados con los dientes vecinos del mismo paciente, con bolsas superficiales (?4 mm) y moderadas
(>4 mm). Los pacientes fueron orientados para hacer buches con clorhexidina al 0,2% por una semana. Cuatro muestras de
placa subgingival fueran colectadas de las bolsas peri-implantares y dientes después de 1, 2 e 4 semanas de la colocacién del
componente intermediario. El andlisis por el método del checkerboard ADN-ADN vy cultivo revelaron una microbiota compleja,
incluyendo varias especies patégenas (como P. gingivalis, T. denticola, T. forsythensis e P. itermedia), en las bolsas iniciales
después de una semana, con un aumento minimo del nimero de microorganismos al final de la cuarta semana. El analisis de
los resultados demuestra que hasta mismo cuando el ambiente supragingival es la Unica origen para el inicio de la colonizacion
bacteriana, una compleja microbiota puede desarrollarse en apenas una semana.

Cuadro 1 - Complejos Microbiolégicos en las placas subgingivalis
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Complejo Especie

Complejo rojo Porphyromonas gingivalis
Tanerella forsythensis
Treponema denticola

Complejo naranja Campylobacter gracilis
Campylobacter rectus
Campylobacter showae
Eubactenum nodatum
Fuzobaclernum mickeatum $5p. Nucleatiin
Fusobactenum nucleatum ssp. Polymamhiim
Fusobacterium nmucleatum s5p. Vicenti
Fusobactenim penodonticurm
Peplostreplococcus micros
Frevotella ntermedia
Prevolella nigrescens
Streptococcus constellatus

Complejo verde Actinobacillus actinomycetemcomitans semilype &
Campylobacter concisus
Capnocytophaga gingivalis
Capnocytophaga ochracea
Capnocytophaga sputigena
Eikenella cormodens

Complgo amanillo Streplococcus gondomii
Streplococcus intermedius
Streptococcus mitis

Streplococcus oralis
Streplococtus sanguinis
Complejo morado Actinomyces odontolyticus
Vieillonella parvula
Ofras especies Actinobacillus actinomycetemcomitans seriype b

Actinomyces naeslundi genospecies 2
Selenomoanas noxia

CONCLUSION

Los estudios abordados en esta revision de la literatura demuestran la variabilidad en la prevalencia de las especies
bacterianas detectadas, de forma semejante a lo que ocurre en los dientes. Esto confirma la necesidad de estudios adicionales
utilizando métodos de biologia molecular para mejor comprension de la microbiota envolviendo los implantes. De esta forma,
podran obtenerse informaciones adicionales en relacion a la etiologia y ecologia de la enfermedad peri-implantar, en diferentes
etapas de desarrollo de la dolencia, proporcionando abordajes més direccionados para el tratamiento, y asi garantizar el éxito
a largo plazo del tratamiento rehabilitador con implantes.
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