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RESUMEN: Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) es un microorganismo frecuentemente aislado en pacientes con
periodontitis, en los que también se incluye los de la poblacion chilena. El modelo de "Keystone bacteria" demostré que P,
gingivalis induce la disbiosis del biofilm subgingival y permite el desarrollo de algunas especies sobre otras, modulando la
patogenicidad de la comunidad microbiolégica completa. El tratamiento de la periodontitis es principalmente mecanico, pero en
condiciones especificas es necesario el complemento con antibioterapia. Los estudios globales de antibiéticos evaluados en
ensayos clinicos y estudios in vitro han mostrado resultados mixtos en cuanto a eficacia y susceptibilidad. Este estudio descrip-
tivo tuvo como objetivo evaluar el perfil de susceptibilidad antimicrobiana in vitro a metronidazol, clindamicina, amoxicilina mas
acido clavulanico, moxifloxacino y azitromicina de P. gingivalis aisladas de pacientes periodontales chilenos. Se obtuvieron
muestras microbioldgicas de pacientes con diagnostico de periodontitis estadios Il y IV generalizada, las que se sometieron a
procesos de identificacion mediante un espectrémetro de masas (MALDI-TOF MS). Posteriormente, a cada muestra positiva a
P. gingivalis se aplicé el protocolo gold standard de susceptibilidad para los cinco antimicrobianos evaluados (Dilucion enAgar
Sangre Brucella- McFarland 0.5). Se seleccionaron 50 pacientes (25 mujeres, 25 hombres) entre 34-69 afos. Finalmente, se
recuperaron 25 cepas de P. gingivalis (50 %) para el andlisis de susceptibilidad y todas ellas fueron sensibles a todos los
antibiéticos evaluados (100 % susceptibilidad). Las cepas de P. gingivalis fueron altamente sensibles a los cinco antibiéticos
evaluados en esta poblacion, lo que podria implicar contar con diferentes alternativas de tratamiento farmacoldgico antimicrobiano
como complemento al tratamiento mecanico convencional en pacientes especificos.

PALABRAS CLAVE: Porphyromonas gingivalis, periodontitis, resistencia antimicrobiana, pruebas de suscepti-
bilidad antimicrobiana.

INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad asociada a
microrganismos y mediada por la respuesta
inflamatoria del hospedero, que provoca la pérdida de
la insercion periodontal (Tonetti et al., 2018). Esta pa-
tologia se ha convertido en un problema de salud pu-
blica a nivel mundial debido a su alta prevalencia en
adultos y a su elevado costo de tratamiento, cuyas

complicaciones y secuelas pueden generar una dis-
minucion de la calidad de vida de los pacientes afec-
tados (Kassebaum et al., 2014).

Diversos estudios han identificado el perfil mi-
crobiolégico de los pacientes con periodontitis, esta-
bleciendo un alto predominio de bacterias anaerobias,
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cuya prevalencia difiere segun el area geografica eva-
luada y del método de identificacion utilizado (Haffajee
et al., 2004; Lopez et al., 2004; Herrera et al., 2008).
Dentro de la diversidad microbioldgica, Porphyromonas
gingivalis (P. gingivalis) ha mantenido una alta preva-
lencia en los pacientes afectados por periodontitis, in-
cluidos los de la poblacion chilena (Herrera et al., 2008).
Esta bacteria considerada altamente patégena, ha
demostrado una fuerte asociacion al inicio y progre-
sion de la periodontitis (Mombelli et al., 2000). Entre
las razones atribuidas a su patogenicidad, estan la
presencia de complejos factores de virulencia, como
fimbrias, la modulacién de la respuesta inmune del
hospedero y la capacidad de invasion tisular. EI mo-
delo de "Keystone bacteria" demostro que P. gingivalis
induce la disbiosis del biofilm subgingival, permitien-
do el desarrollo de algunas especies sobre otras que
modulan la microbiota comensal, o que aumenta la
patogenicidad de toda la comunidad bioldgica. Asi,
bacterias individuales desencadenan una serie de
acontecimientos colectivos asociados a la destruccién
de los tejidos periodontales mediados por la respues-
ta del hospedero (Hajishengallis, 2015).

Si bien el tratamiento de la periodontitis es prin-
cipalmente mecanico, con el fin de desorganizar el
biofilm subgingival y permitir un cambio hacia una
microbiota compatible con la salud, la evidencia ha
demostrado que algunos pacientes pueden necesitar
antibioticos como complemento al tratamiento conven-
cional, en condiciones especificas como casos seve-
ros de periodontitis, presencia de determinadas en-
fermedades sistémicas (Herrera et al., 2002), o para
eliminar los microorganismos que logran persistir aun
después del tratamiento mecanico, como es el caso
de P. gingivalis (Hajishengallis, 2015).

En general, la indicacion de antibi6ticos en el
tratamiento de la periodontitis se realiza de forma
empirica basandose en criterios clinicos. La suscepti-
bilidad de microorganismos anaerobios no se evalua
con frecuencia en los laboratorios, pero la creciente
resistencia global a antimicrobianos hace indispensa-

ble contar con informacion valida destinada a dirigir
una antibioterapia adecuada como complemento al
tratamiento mecanico convencional (Klein et al., 2018).
Para esta decision critica, seria deseable disponer de
informacion sobre la identificacion en el laboratorio o
al menos reconocer la susceptibilidad antimicrobiana
de la microbiota predominante. Asi como se han iden-
tificado algunas diferencias geograficas en la preva-
lencia de microorganismos, también existe evidencia
de antibiéticos evaluados en ensayos clinicos y estu-
dios in vitro que han mostrado resultados mixtos en
cuanto a eficacia y susceptibilidad (Van Winkelhoff et
al., 2005).

Por lo antes descrito, este estudio descriptivo
tuvo como objetivo evaluar el perfil de susceptibilidad
antimicrobiana in vitro a metronidazol, clindamicina,
amoxicilina mas acido clavulanico, moxifloxacino y
azitromicina de P. gingivalis aisladas de pacientes
periodontales chilenos.

MATERIAL Y METODO

Sujetos de estudio. Este estudio fue aprobado por el
Comité Etico Cientifico de la Facultad de Medicina de
la Pontificia Universidad Catdlica de Chile (ID 13-137).

Las muestras microbiolégicas se obtuvieron de
pacientes de la clinica docente de la Escuela de Odon-
tologia de la Pontificia Universidad Catolica de Chile,
seleccionados segun criterios de inclusién y exclusion
(Tabla I). Se incluyeron pacientes con periodontitis en
estadios 1l y IV, donde la definicion de “paciente caso
de periodontitis” fue: pérdida de insercién clinica
interdental detectable en >2 dientes no adyacentes, o
pérdida de insercién clinica 23 mm con sacos
periodontales >3 mm en = 2 dientes. La periodontitis
se considerd generalizada cuando estaba presente en
el 30 % o mas de los dientes examinados. La pérdida
Osea alveolar se evalud con radiografias (Tonetti et
al., 2018).

Tabla I. Criterios de inclusion y exclusion de los pacientes periodontales.

Criterios de inclusion

Criterios de exclusion

1. Pacientes = 30 afios

2. Al menos tres dientes naturales por cuadrante en el
momento del examen

3. Diagnéstico clinico de periodontitis estadio Ill o IV
generalizada no tratada

4. Evidencia radiografica de pérdida ésea en todos los
cuadrantes de la denticion

1. Pacientes que necesitaran premedicacién con
antibioticos antes del examen clinico

2. Tratamiento periodontal en los ultimos 12 meses
3. Consumo de antibidticos en los Ultimos 3 meses
4. Embarazo

5. Diabetes tipo 1
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Una vez seleccionados los pacientes, se pro-
cedio a explicar el protocolo de investigacion y a soli-
citar la participacion voluntaria en el estudio, con la
firma de un documento de consentimiento informado.

Parametros periodontales clinicos. Se obtuvieron
registros clinicos y se midieron seis sitios por diente
con sondas Carolina del Norte (UNC 15, Hu-Friedy
Corp., Chicago IL, USA). Se evaluaron los parametros
periodontales en todos los dientes presentes (a ex-
cepcion de los terceros molares), incluyendo la pro-
fundidad de sondaje, el nivel de insercion clinica, el
indice de placa (O'Leary), el sangrado al sondaje (BOP)
y la supuracion.

Toma de muestra subgingival. El lugar seleccionado
para la toma de muestra fue el saco periodontal mas
profundo y con la mayor pérdida de nivel de insercién
clinica en cada cuadrante de la boca. Se eliminé la pla-
ca supragingival con una cureta estéril, después se ais-
16 la zona con rollos de algodén estériles y se sec6 con
aire. Se obtuvieron muestras microbiolégicas sub-
gingivales insertando consecutivamente dos puntas de
papel estériles n° 30 (Maillefer, Suiza) durante al menos
20 segundos dentro de cada sitio seleccionado. Las
muestras de cada paciente se transportaron en un tubo
con 1 ml de RTF (liquido de transporte reducido) a 4 °C
al Laboratorio de Microbiologia en un plazo de 2 horas
para iniciar su procesamiento (Syed & Loesche, 1972).

Pruebas microbiolégicas de laboratorio. En el labo-
ratorio las muestras se agitaron en vortex durante 30 s.
Luego se hicieron diluciones seriadas y se sembraron
homogéneamente en agar sangre (5 % de sangre de

cordero estéril, 5 ug de hemina/mL, 1 pg de vitamina K
/mL). Se incubaron en ambiente anaerdbico a 37 °C
durante un maximo de 7 dias, y se aislaron aquellas
colonias morfoldgicamente compatibles con P, gingivalis,
las que pasaron a una segunda incubacion. Finalmen-
te, la identificacion bacteriana se confirmé mediante el
espectrometro de masas (MALDI-TOF MS; Biotyper,
Bruker Daltonik, Alemania).

Test de susceptibilidad antimicrobiana. Se utilizd
el protocolo de Dilucion en Agar Sangre Brucella-
McFarland 0.5, considerado el gold standard para sus-
ceptibilidad antimicrobiana. Para una misma cepa se
describié el perfil de susceptibilidad para los cinco
antimicrobianos evaluados (Balouiri et al., 2016).

Las muestras aisladas de P. gingivalis se deposi-
taron en un tubo con caldo de tioglicolato reducido has-
ta obtener un estandar de 0.5 McFarland. A continua-
cién, empleando el replicador Cathra, se sembraron su-
cesivamente en agar sangre de Brucella (Becton
Dickinson®) suplementado con 5 % de sangre de cor-
dero estéril, 5 ug de hemina/mL, 1 ug de vitamina K /mL
mas los antibidticos evaluados individualmente:
metronidazol, clindamicina, amoxicilina mas acido
clavulanico, moxifloxacino y azitromicina, en diferentes
concentraciones. Las placas se incubaron a 37°C en
atmosfera anaerodbica durante 2 dias, y los controles de
calidad fueron la cepa Bacteroides fragilis (ATCC 25285),
Clostridium difficile (ATCC 700057) y Porphyromonas
gingivalis (ATCC 33277), utilizados como referencia para
confirmar el procedimiento correcto. Por Ultimo, la con-
centracion mas baja de cada antibidtico que inhibié el
crecimiento del microorganismo se reporté como su con-
centracion inhibitoria minima (CIM) (Clinical and

Tabla II. Breakpoints para la interpretacion de la susceptibilidad de P. gingivalis. Laboratory Standards Institute, 2018).

S I R(ug/mL)"’ s .

Metronidazol™ <5 6 > 32 Anidlisis de datos. A través de metodo-
Clindamicina <2 4 S8 logia descriptiva se registraron los datos
Amoxicilina/Ac. Clavulanico <42 84 >16/8  obtenidos del test de susceptibilidad apli-
Moxifloxacino!™ <2 4 >8 cado. La Tabla Il muestra los breakpoints
Azitromicina®™ <2 para la interpretacién de la susceptibili-
* S: Susceptible; I:Intermedia; R: Resistente dad de P. gingivalis, considerando las di-
** Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) rectrices del Clinical Laboratory
**Van Winkelhoff et al., 2005 Standards Institute (CLSI) y publicacio-

_— S ! R nes anteriores (Van Winkelhoff et al.,
Metronidazol <8 16 232 2005; Clinical and Laboratory Standards
Clindamicina * 2 4 28 |nstitute, 2018). El antibiotico se interpre-
Amoxicilina/Ac, Clavulanico ") <42 84 >16/8 stitute, )- El antibictico se interpre
Moxifloxacino' <2 4 >8 t6 como susceptible cuando la concen-
Azitromicina'™” <2 tracion estaba por debajo de lo

* S: Susceptible; l:Intermedia; R: Resistente
** Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI)
***VVan Winkelhoff et al., 2005

breakpoints definidos para la cepa, y se
consideré resistente si era igual o supe-
rior al valor de referencia. Las concen-
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traciones a las que el 50 % y el 90 % de las cepas
eran susceptibles se definieron como CIM50 y CIM90
respectivamente.

RESULTADOS

Se obtuvieron muestras microbioldgicas de 50
pacientes (25 mujeres y 25 hombres), con periodontitis
en estadios Ill y 1V, con edades comprendidas entre
34 y 69 anos (edad promedio de 51,4 + 8,19). Del to-
tal, 27 (57 %) fueron positivos a la presencia de P.
gingivalis; 14 pacientes hombres (edad promedio 54,1
+7,38) y 13 mujeres (edad promedio 47,9 + 9,93). En

la Tabla Ill se describen las caracteristicas y los datos
clinicos del total de la muestra y subdivididas en culti-
Vo positivo y negativo.

Finalmente, se recuperaron 25 cepas positivas a
P. gingivalis (50 %) para el analisis de las pruebas de
susceptibilidad. La Tabla IV muestra los resultados cuan-
titativos en términos de rango de CIM, porcentaje de
susceptibilidad como CIM50 y CIM90 para cada anti-
biotico testeado. Considerando los breakpoints de la
sensibilidad de P. gingivalis, todas las cepas seleccio-
nadas fueron altamente sensibles a metronidazol,
clindamicina, amoxicilina mas acido clavulanico,
moxifloxacino y azitromicina (100 % susceptibilidad a
todos los antibioticos).

Tabla Ill. Caracterizacién y datos clinicos de la muestra total y de pacientes cultivos positivos y negativos a P. gingivalis.

Muestra total

Cultivo (+) P gingivalis

Cultivo (-) P gingivalis

Parametro Hombre Mujer Hombre Mujer
Rango de edad 39-69 41-63 34 -63 41 -63 34 -63
Promedio de edad 51,4 +8,19 54,1 +7,38 47,9+9,93 54,1+ 7,38 47,9 +£9,93
% Fumadores 44,0 50,0 23,0 50,0 23,0
Cigarros/dia 4,06 + 6,92 6,8 + 10,91 1+2.24 6,8+ 10,91 1+224
*NIC (mm) 6,6 £ 1,36 6,6 + 1,62 6,4 +1,30 6,6+ 1,62 6,4 +1,30
Profundidad al sondaje (mm) 59+0,74 5,7 +0,54 6,0 +£0,79 5,7+ 0,54 6,0 £ 0,79
Sangrado al sondaje (% sitios) 56,4 + 0,24 59,3 £ 0,24 56,8 + 0,26 59,3+ 0,24 56,8 £ 0,26
Supuracion (% sitios) 1,9+0,03 1,1 £0,02 2,1+0,03 1,1+ 0,02 2,1+0,03
** [ndice de placa (% sitios) 81,8+ 17,86 80,3 £ 21,32 78,8 £ 15,33 80,3 + 21,32 78,8+ 15,33
*NIC (Nivel de insercién clinica); ** indice de placa de O’Leary.
Tabla IV. Resultados de susceptibilidad antimicrobiana de P. 2
P DISCUSION

gingivalis en test de Dilucion en Agar Sangre- Brucella.

Antibidtico Resultado
Dilucion en Agar
(ug/mL)
Metronidazol
CIM rango 0,125
ClMsg 0,125
ClMgo 0,125
Clindamicina
CIM rango 0,125
ClMso 0,125
ClMgo 0,125
Amoxicilina/Ac. Clavulanico
CIM rango 0,25/0,125
CIMsp 0,25/0,125
ClIMgo 0,25/0,125
Moxifloxacino
CIM rango 0,125
ClMsg 0,125
ClMgo 0,125
Azitromicina
CIM rango 0,03-0,125
ClMsg 0,03

*CIM: concentracion inhibitoria minima.
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Este estudio descriptivo evalué las muestras
microbioldgicas de pacientes chilenos con periodontitis
estadios Il y IV. De ellos, en 25 se aislo P. gingivalis
que resultaron ser altamente sensibles a los cinco
antibidticos evaluados, lo que podria ser interpretado
como resultados positivos en términos de futuras
implicancias clinicas para el tratamiento de la
periodontitis en pacientes que requieran antibioterapia.
Esto permite ademas disponer de alternativas
farmacolégicas en caso de alergias o riesgo de
interacciones de farmacos, por ejemplo, en pacientes
con polifarmacia.

Al comparar estos resultados con otros estudios,
son similares a los reportados en los Paises Bajos y
Espana, donde P. gingivalis aisladas en su poblacion
fueron susceptibles a todos los antibiéticos evaluados
con el Epsilometer Test (E-test®) como técnica de sus-
ceptibilidad in vitro, incluidos metronidazol,
clindamicina, azitromicina, amoxicilina mas acido
clavulanico, amoxicilina, penicilina, tetraciclina y
ciprofloxacino (Van Winkelhoff et al., 2005). Otros es-
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tudios también utilizaron el E-test®, uno de ellos igual-
mente en Paises Bajos, concluyé que P. gingivalis fue
altamente susceptible a metronidazol, clindamicina,
amoxicilina mas acido clavulanico, azitromicina,
amoxicilina y tetraciclina (Veloo et al., 2012). Otro rea-
lizado en Suiza, también encontré alta susceptibilidad
de esta bacteria a metronidazol, clindamicina,
amoxicilina mas acido clavulanico, fenoximetilpenicilina
y tetraciclina (Kulik et al., 2008). En Colombia se en-
contraron resultados diferentes con el E-test® para P,
gingivalis, mostrando una alta susceptibilidad a
amoxicilina acido clavulanico y moxifloxacino, pero
niveles de resistencia a clindamicina (23,52 %),
metronidazol (21,56 %) y amoxicilina (25,49 %) (Ardila
et al., 2010). En Iran, los resultados del E-test® reve-
laron una susceptibilidad del 100 % de P. gingivalis a
azitromicina, doxiciclina y amoxicilina mas acido
clavulanico, pero una menor susceptibilidad al resto
de agentes antimicrobianos evaluados: clindamicina
(96 %), metronidazol (94 %), penicilina (92 %),
amoxicilina (88 %) y ciprofloxacina (60 %) (Japoni et
al., 2011). En la poblacién periodontal sueca, no se
encontro resistencia de las cepas de P. gingivalis ais-
ladas utilizando las técnicas de difusion en disco y di-
lucion en agar para los antibiéticos comunmente utili-
zados en ese pais en el tratamiento de la periodontitis:
clindamicina, metronidazol, penicilina, amoxicilina y
tetraciclina (Dahlén et al., 2007).

Existen dos elementos clave de este estudio
pueden ser consideradas fortalezas. Uno de ellos es
la escasa informacion disponible en nuestro pais en
relacion a susceptibilidad de periodonto-patégenos.
Lo segundo son los procesos de laboratorio realiza-
dos. En la etapa de identificacion, se utilizoé la técnica
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/
lonization- Time-Of-Flight), la cual permitio tipificar los
microorganismos en pocos minutos mediante la lec-
tura de sus péptidos y proteinas previamente
ionizados, con una alto nivel de especificidad, siendo
mas sencilla que las técnicas tradicionales, como el
cultivo (Rodriguez-Sanchez et al., 2016). En la si-
guiente etapa, se utilizé la dilucién en agar, que si-
gue siendo gold standard de las técnicas de suscep-
tibilidad antimicrobiana, ya que cuenta con la
estandarizacion y validacion del Clinical Laboratory
Standards Institute (2018) y el European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing, 2019).

Como limitaciones a este estudio, pueden con-
templarse el tamafo de la muestra, por lo cual consi-

deramos esta investigacion como un estudio piloto,
que puede ser la base de futuros ensayos clinicos.
Ademas, se ha demostrado que los antibiéticos ne-
cesitan una concentracién mucho mayor para alcan-
zar la CIM dentro de un biofilm en comparacién a lo
necesario para los microorganismos en un cultivo
plancténico. Aun asi, una prueba in vitro puede lo-
grar predecir la eficacia clinica (in vivo) (Sedlacek &
Walker, 2007).

Al igual que otros paises, Chile implementd un
plan nacional de resistencia a los antimicrobianos que
involucra una serie de regulaciones, incluyendo su
adquisicién solo bajo prescripcion meédica desde
1999. Sin embargo, se estima un aumento del 55 %
en el consumo de antibiéticos entre 2000y 2016, y la
resistencia a los antimicrobianos aumento6 en un 21
% para los pares bacteria-antibiotico prioritarios y en
general 4,6 puntos porcentuales (promedio) en el pe-
riodo 2005-2015 (Organizacion para la Cooperacion y
el Desarrollo Econémicos, 2018). Considerando toda
esta evidencia, es fundamental considerar el impacto
de los protocolos antimicrobianos en las politicas pu-
blicas para la atencion en salud y por lo tanto, actuali-
zar las guias clinicas (Mendelson et al., 2016), con el
objetivo de prevenir su prescripcion excesiva o la elec-
cion inadecuada (Klein et al., 2018).

Como futuras directrices de investigacion, se
debe considerar los cambios demograficos que ha ex-
perimentado la poblacion chilena en los ultimos afios,
cuya heterogeneidad podria impactar en los perfiles
de susceptibilidad antimicrobiana de patégenos
periodontales (Instituto Nacional de Estadisticas,
2021).

CONCLUSIONES

Este estudio descriptivo determiné que las ce-
pas de P. gingivalis fueron altamente susceptibles a
los cinco antibiéticos evaluados en esta poblacion, lo
que podria implicar contar con diferentes alternativas
de tratamiento farmacolégico antimicrobiano como
complemento al tratamiento mecanico convencional
en pacientes especificos. Estos resultados proporcio-
nan la base para futuros ensayos clinicos.
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ABSTRACT: Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) is
a microorganism frequently isolated in patients with periodontitis,
which also include those of Chilean population. The "Keystone
bacteria" model demonstrated that P. gingivalis induces dysbiosis
of the subgingival biofilm and allows the development of some
species over others, modulating the pathogenicity of the entire
microbiological community. The treatment of periodontitis is mainly
mechanical; nevertheless, under specific conditions the
complement with antibiotherapy is needed. Global studies of
antibiotics evaluated in clinical trials and in vitro studies have
shown mixed results in terms of efficacy and susceptibility. This
descriptive study aimed to evaluate antimicrobial susceptibility
profile in vitro to metronidazole, clindamycin, amoxicillin plus
clavulanic acid, moxifloxacin and azithromycin of P. gingivalis
isolated from Chilean periodontal patients. Microbiological
samples were obtained from patients with a diagnosis of
generalized periodontitis stages Il and IV, which were exposed
to identification processes by a mass spectrometer (MALDI-TOF
MS). Subsequently, the gold standard susceptibility protocol for
the five antimicrobials evaluated was applied to each P. gingivalis-
positive sample (Dilution in Brucella-McFarland Blood Agar 0.5).
50 patients (25 women, 25 men) between 34-69 years old were
selected. Finally, 25 P. gingivalis strains (50 %) were recovered
for susceptibility testing and all of them were susceptible to all
antibiotics tested (100 % susceptibility). P. gingivalis strains were
highly susceptible to the five antibiotics evaluated in this
population, which could implies counting different antimicrobial
pharmacological treatment alternatives as a complement to
conventional mechanical treatment in specific patients.

KEY WORDS: Porphyromonas gingivalis, periodontitis,
drug resistance, bacterial, microbial sensitivity tests.
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