Articulo Original

Deteccion de hacterias periodontopaticas en niitos con anemia
de Fanconi

Resumen

Objetivo: Comparar la prevalencia de cuatro bac-
terias periodontopdticas incluyendo Aggregati-
bacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
gingivalis, Fusobacterium nucleatum y Trepone-
ma denticola en muestras de placa supragingival

de nifios con y sin anemia de Fanconi.

Material y métodos: Muestras de placa supragin-
gival fueron colectadas en 71 personas con edades
entre 6-18 afios de edad. Las muestras se dividieron
en tres grupos: anemia de Fanconi pre-trasplante
(n=25), anemia de Fanconi post-trasplante (n=23)
y control (n=24). Las bacterias se identificaron me-
diante la reaccién en cadena de la polimerasa para

amplificar in vitro al gen codificante 165 rRNA.

Resultados: El A. actinomycetemcomytans sélo

fue encontrado en una muestra del grupo pre-
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trasplante. El microorganismo P. gingivalis se
identific6 en una muestra del grupo pre-tras-
plante y en una del grupo post-trasplante. EI T.
denticola se encontré tnicamente en dos mues-
tras del grupo pre-trasplante. El microorganis-
mo F. nucleatum se observé en todos los grupos.
La presencia de los microorganismos vari6 del
30% en el grupo control al 58% en el grupo Pré-
trasplante. No fueron encontradas diferencias

estadisticas entre los grupos.

Conclusién: Los resultados del estudio sugieren
que las alteraciones sistémicas encontradas en
los individuos con AF no afectan la prevalencia

de las cuatro bacterias analizadas.

Palabras clave: Placa dental, Microbiota, Reac-
cién en Cadena de la Polimerasa, Anemia de

Fanconi.
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Artigo Original

Deteccién de bacterias periodontopadticas en nifios con anemia de Fanconi

Deteccao de bactérias periodontopatégenas em criancas com anemia
de Fanconi

Resumo

Objetivo: Comparar a prevaléncia de quatro
bactérias periodontopatégenas incluindoAggre-
gatibacteractinomycetemcomitans, Porphyro-
monasgingivalis, Fusobacterium nucleatum e
Treponema denticola em amostras de biofilme
supragengival de criangas com e sem anemia de

Fanconi.

Materiais e métodos: Amostras de biofilme su-
pragengival foram coletadas em 71 pessoas com
idades entre 6-18 anos. As amostras se dividiram
em trés grupos: anemia de Fanconi pré-trans-
plante (n= 25), anemia de Fanconi pds-trans-
plante (n=23) e controle (n=24). As bactérias se
identificaram por meio da rea¢do em cadeia da
polimerase para amplificar in vitro o gene codi-
ficante 16S rRNA.

Original article

Resultados: O A. actinomycetemcomytans foi
encontrado unicamente em uma amostra do
grupo pré-transplante. O microorganismo P.
gingivalis foi identificado em uma amostra do
grupo pré-transplante e uma do grupo poés-
transplante. O T. denticola foi observado em
duas amostras do grupo pré-transplante. O mi-
croorganismo F. nucleatum foi observado em
todos os grupos. A presenca dos microorganis-
mos variou de 30% no grupo controle a 58% no
grupo pré-transplante. Nao foram encontradas
diferencas estatisticas entre os grupos.

Conclusao: Os resultados do estudo sugerem
que as alteracOes sistémicas encontradas nos in-
dividuos com AF ndo afetam a prevaléncia das
quatro bactérias analisadas.

Palavras chave: Placa dentdria, Microbiota, Reacdo

em Cadeia da Polimerase, Anemia de Fanconi.

Detection of periodontopathic bacteria in children with Fanconi anemia

Abstract

Objectives: compare the prevalence of four
periodontopathic bacteria including Aggrega-
tibacter actinomycetemcomitans, Porphyromo-
nas gingivalis, Fusobacterium nucleatum and
Treponema denticola in saliva samples from

children with and without Fanconi anemia.

Material and methods: Dental plaque samples

were collected from 71 children and adolescents,

aged 6-18 years old. The samples were divided
in three groups: Fanconi anemia before trans-
plant (n=25), Fanconi anemia after transplant
(n=23) and control (n=24). The test bacteria were
identified using a 16S rRNA-based PCR analy-

S1S.

Results: A. actinomycetemcomytans was found
only in one sample of Fanconi anemia before

transplant group. P. gingivalis was identified in
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one sample of Fanconi anemia before transplant
group and Fanconi anemia after transplant
group. T. denticola was found in two samples
of Fanconi anemia before transplant group. F.
nucleatum was observed in all groups. The pre-
sence of microorganisms ranged from 30% in
the control group to 58% in the Fanconi anemia
before transplant group. No statistical differen-

ces were found between groups.

Conclusion: Systemic alterations found in FA
subjects did not affect the prevalence of the four

bacteria analyzed.

Key words: Dental plaque, Microbiota, Polyme-

rase Chain Reaction, Fanconi Anemia.

Introducion

La anemia de Fanconi (AF) se caracteriza por
insuficiencia de la médula ésea, anormalidades
fisicas y aumento del riesgo de malignidad. La
insuficiencia de la médula ésea progresiva con
pancitopenia tipicamente comienza a los 7 afios
de edad, a menudo con trombocitopenia o leu-

copenia’.

El trasplante de células tronco hematopoyéticas
es la tnica terapia curativa para las manifesta-
ciones hematolégicas de la AF. Idealmente, el
trasplante se lleva a cabo antes de la aparicién
de sindrome mielodispldsico o de la leucemia y
antes de que se den mdltiples transfusiones de

apoyo hematopoyético®.

Las condiciones orales asociadas con AF inclu-
yen a las enfermedades periodontales® y esta
susceptibilidad estd asociada con el grado y la
duracién de la granulocitopenia, la severidad de
la condicién dental preexistente, los cambios en
la integridad de la mucosa, asi como los cam-

bios en las glandulas salivales y en la microbio-

ta oral’. Por otro lado, el uso de quimioterapia,
radioterapia, y agentes inmunosupresores antes
del transplante también aumentan el riesgo de la

enfermedad periodontal en estos individuos*”.

La gingivitis y la periodontitis son un conjunto
de enfermedades de naturaleza infecciosa e in-
flamatoria®. El factor etiolégico primario de este
tipo de enfermedades es la presencia de bacte-
rias especificas organizadas en forma de placa
dental. La microflora responsable de estas enfer-
medades es compleja, debido a que se han de-
tectado mds de 700 especies bacterianas diferen-
tes en la placa dental. Algunas de las principales
especies son: Agregatibacter actinomycetemco-
mitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
nigrescens, Fusobacterium nucleatum y el Tre-

ponema denticola’*2.

Es de particular importancia investigar la co-
lonizacién temprana de patégenos periodon-
tales, por ser un enfoque importante para la
prevencion y el tratamiento de la enfermedad
periodontal. Sin embargo, no hay ninguna in-
formacién relacionada con la prevalencia de
microorganismos patégenos periodontales en
nifios con AF antes y después del trasplan-
te. Por estas razones, el objetivo de este estu-
dio preliminar fue comparar la prevalencia de
cuatro bacterias periodontopatégenas: Aggre-
gatibacter actinomycetemcomitans, Porphyro-
monas gingivalis, Fusobacterium nucleatum y
Treponema denticola en muestras de placa de

nifios con AF.

Material y métodos

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica
en Investigaciéon del Hospital de Clinicas de la
Universidad Federal de Parand, Brasil. Los pa-
dres o tutores de los nifios recibieron informa-

cién detallada sobre la naturaleza y los procedi-



mientos involucrados en el estudio y firmaron

formularios de consentimiento informado.

Grupos de estudios

Los pacientes con AF fueron elegidos de entre
los nifios y adolescentes registrados en el Servi-
cio de Trasplante de Médula Osea del Hospital
de Clinicas de la Universidad Federal de Para-
nd en un periodo de 5 meses para los chequeos
de rutina. Los participantes del grupo control
fueron elegidos entre los nifios y adolescentes
registrados en la Clinica de Odontologia de la
Universidad Federal de Paran4.

Los criterios de inclusién fueron la presencia de
la salud gingival, tanto de los dientes primarios
como de los permanentes y la ausencia de uso de
antibi6ticos en los tltimos 3 meses. En el grupo de
control, otro criterio de inclusién fue la ausencia de

cualquier problema de salud sistémica conocido.

Colecta de las muestras

La colecta de la placa supragingival se realiz
con una cureta periodontal McCall sobre las su-
perficies vestibulares y linguales de todos los
dientes.

Las muestras recogidas se colocaron en tubos de
1,5ml que contenfan 50 ml de tampén (50 mM de
Tris-HCl, pH 7,6; EDTA 1 mM, pH 8 y 0,9% de
NaCl). Todos los tubos fueron etiquetados con
el cédigo de cada paciente. Todas las muestras
fueron almacenadas en una nevera a -20°C. To-
das las andlisis fueron realizadas en un periodo

entre 7 y 10 dias después de la colecta.

Extraccion de ADN

Las muestras de placa dental fueron descongela-

dasy centrifugadas a 10.000xg durante 5 min en

Deteccién de bacterias periodontopadticas en nifios con anemia de Fanconi

una microcentrifuga a 4°C. El sobrenadante se
desecho y el precipitado resultante se lavé dos
veces mds con 1 ml de agua estéril. El precipita-
do se reconstituy6 con 0,5 ml de agua estéril, y
se incub6 a 55°C durante 120 min. Las muestras
se centrifugaron otra vez, a 10.000xg durante 10
min a 4°C y el sobrenadante se utilizé para el
andlisis de PCR.

Protocolo de PCR

La concentracién de ADN se midi6 utilizando
el espectrofotometro Nanodrop (Nanodrop Te-
Chnologies, DE, EE.UU). Los iniciadores especi-
ficos de las especies utilizadas para realizar la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de
este estudio se encuentran en la Tabla 1. Las se-
cuencias de los cebadores fue seleccionada con
base en el trabajos anteriores™'*!>. Los acidos
nucleicos fueron extraidos de las cepas ATCC de
cada una de las bacterias y se amplificé el gen
16S rRNA. El medio de reaccion para la amplifi-
cacion de PCR contenia 100ng de ADN, 10pmol
de cada cebador y 10ul del tampén de reaccién
2X verde GoTaq® (pH 8,5) (GoTaqg® ADN poli-
merasa, 400 uM de dATP, 400 uM de dGTP, 400
uM de dCTP, 400 uM de dTTP y 3 mM MgCl2).
Los ADN aislados de A. actinomycetemcomi-
tans ATCC 29522, P. gingivalis ATCC 33277, F.
nucleatum ATCC 25586 y T. denticola ATCC
33520 fueron probados con los cebadores espe-
cie-especificos como controles positivos. Se uti-
liz6 agua destilada estéril como control negativo

para cada serie de reacciones.

La amplificacién por PCR se llevé a cabo en un
termociclador programable (Mastercycler Gra-
dient, Eppendorf, Alemania) utilizando el pro-
grama listado en la Tabla 1. Después de la am-
plificacién, 10ul de cada producto de PCR fue

analizado por medio de electroforesis en un gel
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Tabla 1. Cebadores y condiciones para la identificacion de los microorganismos.

de agarosa al 2%. El gel fue tefiido con 0,03g/
ml de bromuro de etidio para la visualizacién
(Figura 1). La abundancia relativa de cada pro-
ducto de PCR se determiné mediante analisis
cuantitativo de las fotografias digitales de los
geles utilizando el software Labworks 4.5 (UVP
Products, Upland, CA). Una escala de 100-pb
(Invitrogen, Paisley, Reino Unido) se usé como

patrén de peso molecular.

Analisis estadistico

Los test ANOVA, chi-cuadrado y la prueba
exacta de Fisher fueron utilizados para deter-

minar la asociacién las variables y los diferentes

grupos, escogiendo un nivel de significancia de
95%.

Resultados

Un total de 34 nifios y adolescentes participaron
del estudio. El grupo AF se dividi6é en dos sub-
grupos: Pre-trasplante (n = 13) y Post-trasplante
(n = 8). El grupo control tuvo 13 participantes.
Datos demogréficos de todos los grupos se pre-
sentan en la Tabla 2. Cuando se compararon los
pardmetros demograficos, no se observé ningu-
na diferencia estadisticamente entre los grupos.

Los cebadores para A. actinomycetemcomitans,

P. gingivalis, F. nucleatum, y T. denticola demos-



traron amplificacién especifica de cada especie
bacteriana y no amplificaron el ADN de otras

especies, validando asi su especificidad.

El A. actinomycetemcomytans sélo fue encon-

trado en una muestra del grupo pre-trasplante.

Tabla 2. Datos demogrdficos de la poblacion estudiada.

Deteccién de bacterias periodontopaticas en nifios con anemia de Fanconi

Figura 1. Perfil de migracion eletroforética de los fragmen-
tos de PCR amplificados con los cebadores de los diferentes
microorganismos en la placa supragingival.

Electroforesis en el gel de agarosa 1,5%.

1. Marcador de peso molecular de 100pb (INVITROGEN)
2. ADN de A. actinomycetemcomitans (557pb).

3. Muestra de ADN extraido de la placa supragingival ampli-
ficada con cebadores de A. actinomycetemcomitans (557pb).
4. ADN de P. gingivalis (404pb).

5. Muestra de ADN extraido de la placa supragingival
amplificada con cebadores de P. gingivalis (404pb).

6. ADN de T. denticola (316pb).

7. Muestra de ADN extraido de la placa supragingival
amplificada con cebadores de T. denticola (316pb).

8. ADN de F. nucleatum (360pb).

9. Muestra de ADN extraido de la placa supragingival
amplificada con cebadores de F. nucleatum (360pb).

10. Muestra amplificada con cebador control.

El microorganismo P. gingivalis se identific en
una muestra del grupo pre-trasplante y en una
del grupo post-trasplante. El T. denticola se en-
contré tinicamente en dos muestras del grupo
pre-trasplante. El microorganismo F. nucleatum

se observé en todos los grupos. La presencia de

Anemia de Fanconi
Variabl Control
AHabies Pre-trasplante Post-trasplante (n=13) P
(n=13) (n=8)
Edad en anos + DP (intervalo) | 10,60 + 3,93 (6-18) | 11,74 + 3,12 (6-17) | 10,54 + 3,75 (6-18) 0,449
Género:
Masculino 8 4 8 0,844
Femenino 5 4 5
Renta familiar 1 1 1 2 0,144
Edad de deteccion de la anemia
) 6,33 +3,19 (1-13) | 690+3,95(1-13) | = ---——-- 0,602
+ DP (intervalo)

! Salarios minimos de Brasil. Un salario equivalente a U$300.
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los microorganismos varié del 30% en el grupo
control al 58% en el grupo Pré-trasplante. No
fueron encontradas diferencias estadisticas en-
tre los grupos. La distribucién de los microorga-
nismos por grupo se presenta en la Tabla 3.

Discusion

Este es el primer estudio que evaltda la preva-
lencia de microrganismos periodontopatégenos
en nifios con anemia de Fanconi antes y después
del transplante, en la placa dental. Por este mo-
tivo, las bacterias incluidas en este trabajo son
de aquellas consideradas mads relevantes por la

literatura cientifica'®'’.

Uno de los principales aspectos de prevencién
de enfermedades periodontales es la identifica-
cién de los individuos con alto riesgo. La pre-
sencia de patégenos es uno de los indicadores
mads importantes periodontales™ y como las per-
sonas con anemia de Fanconi son susceptibles a
infecciones el propésito de este estudio fue de-
tectar cuatro bacterias asociadas con la enferme-
dad periodontal en esta poblacién.

La frecuencia de los microorganismos periodon-
tales en la placa supragingival de los grupos
pre-trasplante, post-trasplante y control fueron

62%, 38% y 30%, respectivamente. En un tinico
individuo del grupo pre-trasplante se observé la
presencia de los cuatro microorganismos anali-
zados. En el grupo post-trasplante se observoé la
presencia de P. gingivalis y F. nucleatum y en el
grupo control sélo se observé F. nucleatum.

La ausencia del P. gingivalis en el grupo control
y del T. denticola en los grupos post-trasplante y
control fue similar a la observada por Kimura et
al.'? en 144 nifios sanos de entre dos y 13 afios de
edad. Por otra parte, Nowzari et al.> observaron
la presencia de A. actinomycetemcomitans y F.
nucleatum en la placa dental de un paciente de
11 afios de edad con AF y periodontitis agresiva.
Sin embargo, el T. denticola y el P. gingivalis no

fueron analizados.

La presencia de A. actinomycetemcomitans tam-
bién se ha observado con frecuencia en pacien-
tes jévenes con periodontitis agresiva’, en los
pacientes después de un trasplante de médula
6sea’, en sujetos jovenes sistémicamente sanos'
y los jévenes con y sin gingivitis*. La presencia
de microorganismos en diferentes situaciones
clinicas y sistémicas confirma la teoria de la caja
de la tarjeta ecoldgico en el que sélo la presencia
del microorganismo no es suficiente para el de-

sarrollo de la enfermedad?..

Tabla 3. Prevalencia y distribucion de las bacterias investigadas en cada grupo.




Pattni et al.” encontraron una alta prevalencia de
P. gingivalis en sujetos con leucemia linfoblastica
aguda, leucemia mieloide aguda, leucemia mie-
loide crénica, el mieloma, mielodisplasia y linfo-
ma no Hodgkin, todos antes del trasplante de mé-
dula 6sea. Tres meses después del trasplante hubo
una reduccién del 12% al 5% y seis meses después
no se detect6 la presencia de P. gingivalis en los
mismos individuos. La justificacién de la reduc-
cién de la P. gingivalis fue el uso de la terapia con
medicamentos antibiéticos. En el presente estudio
la terapia con antibidticos no se puede considerar
como un factor de reduccién de la frecuencia de
los microorganismos en la placa dental, ya que
los individuos en los que no se detectaron los mi-
croorganismos investigados no utilizaban anti-
bidticos en el momento del estudio.

Por otro lado, el grupo pre-trasplante puede ha-
ber mostrado una frecuencia mds alta de los mi-
croorganismos en la placa supragingival debido
al régimen de acondicionamiento antes del tras-
plante, que promueve la pancitopenia, resultan-
do en la vulnerabilidad a las infecciones virales,

fangicas y bacterianas®.

Entre los microorganismos estudiados el F. nu-
cleatum fue el que aparecié con mds frecuencia.
Estos resultados pueden explicarse por el hecho
de que F. nucleatum es un colonizador primario
y coagregador de los microorganismos en la placa
dental, por lo tanto, los otros microorganismos se
adhieren a la placa a través de enlaces con el F. nu-
cleatum y requieren un tiempo mads largo para la
colonizacién®*. Por otra parte, la baja frecuencia
de los microorganismos de la pelicula supragingi-

val en este estudio también puede haber sido por
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la dificultad de estandarizar el tiempo entre la tl-
tima vez que los participantes cepillaron los dien-
tes y la colecta de la placa. Por ejemplo, microor-
ganismos como el A. actinomycetencomitans ne-
cesitan de seis horas para comenzar a aparecer en

la placa y con niveles extremadamente bajos®.

Lyko et al.* evaluaron la presencia y distribu-
cién de los mismos 4 microorganismos en la sa-
liva de nifios con anemia de Fanconi. Los resul-
tados mostraron que no hay diferencia entre la
presencia de los microorganismos y las combi-
naciones entre ellos. Esto sugiere que las condi-
ciones sistémicas de los individuos con anemia
de Fanconi no interfieren con la presencia de es-

tas bacterias en la saliva.

Conclusion

Los resultados del estudio sugieren que las al-
teraciones sistémicas encontradas en los indi-
viduos con AF no afectan la distribucién de las
cuatro bacterias analizadas. Los métodos de de-
tecciéon de PCR y placa dental proporcionan un
método rdpido y preciso para la deteccién de la
presencia de patégenos periodontales en la cavi-
dad oral esta poblacién y se necesitan mds estu-
dios comparando la presencia de estas especies
en la placa dental y el desarrollo de la enferme-

dad periodontal en pacientes con AF.
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