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Tema: Comparacién de la cantidad de Staphylococcus epidermidis en la interfase

implante—pilar, en diferentes marcas de implantes.
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Tutor: Dr. David Alejandro Garcia Lopez

RESUMEN

Objetivo: Determinar la cantidad de Staphylococcus epidermidis que se deposita
en la interfase implante—pilar, en dos diferentes marcas de implantes. Metodologia:
Es un estudio experimental in vitro, donde se analizaron 20 implantes y 20 pilares
rectos de conexion externa de dos diferentes casas comerciales (Conexao Yy
Bionnovation) sumergidas en cajas Petri con agar sangre incubando por 72 horas y
analizando el ADN de las colonias que se impregnan en la interfase del implante,
evaluados a partir de una muestra de saliva que posteriormente fueron sumergidos
en una cepa de patrén liofilizado de Staphylococcus epidermidis durante 72 horas
y analizando que cantidad de este microorganismo ingresa en la interfase implante—
pilar, midiéndose por unidades formadoras de colonias y con visualizacién a través
de microscopia electrénica de barrido. Resultados: En la interfase implante—pilar
de Bionnovation exhibe la menor presencia de Staphylococcus epidermidis entre un
rango de 0-2000 UFC/ml, en cambio la interfase implante—pilar de Conexao
presenta la mayor cantidad de microorganismo en un rango de 12000 — 19000
UFC/ml. Ademas, la presencia de Staphylococcus epidermidis en la interfase
implante—pilar de Bionnovation con un promedio de 800 UFC/ml, es menor que la
presencia de Staphylococcus epidermidis en la interfase implante — pilar de
Conexao con 1.560 UFC/ml. Conclusién: Se determind que la presencia de
Staphylococcus epidermidis en la interfase implante—pilar de Conexao es moderada
y la presencia de Staphylococcus epidermidis en la interfase implante—pilar de
Bionnovation es leve. Ademas se comprob6 estadisticamente que la adhesion,
formacion y cantidad de la Staphylococcus epidermidis es dependiente de las
superficies que colonicen (p <0,05).

PALABRAS CLAVES: IMPLANTES/OSEOINTEGRACION/INTERFASE
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Topic: Comparison of the amount of Staphylococcus epidermidis in the implant -
abutment interphase in different implant brands.

Author: Morales Andrade Pedro Alexis

Tutor: Dr. David Alejandro Garcia Lopez

ABSTRACT

Objective: to determine the amount of Staphylococcus epidermidis that settles in
the abutment — implant interphase with two different implant brands. Methodology:
it is an experimental study In-vitro. There were analyzed 20 implants and 20 straight
abutments of external connection from two different brands (Conexao y
Bionnovation), submerged in blood agar for incubation during 72 hours. It was also
analyzed the DNA of the colonies that settle in the implant, evaluated from a simple
of saliva, which were later submerged in a strain of the lyophilized Staphylococcus
epidermidis for 72 hours; and the amount of such microorganism that enters the
implant-abutment interphase, measuring the units that form colonies through an
electronic microscope. Results: the implant-abutment interphase made with
Bionnovation shows a smaller amount of Staphylococcus epidermidis, ranging
from 0-200 UFC/ml. on the other hand, with the interphase made with Conexao the
amount goes from 12000 — 19000 UFC/ml. Also, the presence of Staphylococcus
epidermidis in the interphase implant-abutment with Bionnovation, with an average
of 800 UFC/ml is smaller than the presence of Staphylococcus epidermidis in the
interphase implant-abutment with Conexao, which average is 1,560 UFC/ml.
Conclusion: it was determined that the presence of Staphylococcus epidermidis in
the interphase implant-abutment with Conexao is moderate, whereas the presence
of such microorganism with Bionnovation is mild. Also, it was statistically
demonstrated that the settlement, formation and amount of Staphylococcus
epidermidis depends on the surfaces these colonize (p <0,05).

KEY WORDS: IMPLANTS / BONE INTEGRATION /INTERPHASE
IMPLANT-ABUTMENT / STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

El reemplazo de las piezas dentarias perdidas por estructuras analogas que se unen
a los tejidos determina un gran progreso clinico en el campo de la odontologia (1).
Los implantes de uso dental se han empleado de manera exitosa alrededor de 45
afnos, los cuales se basan en un principio fundamental, la osteointegracion, ésta se
puede definir como el enlace directo tanto funcional como estructural entre dos
elementos principales, la superficie del implante al que se lo somete a una carga
funcional y el hueso ordenado y vivo; existiendo asi también varios factores para
que se produzca la misma con éxito, entre los que podemos citar: remodelacion y

reparacion tisular, y la capacidad de cicatrizacion (2).

Por otro lado, la osteointegracion por si misma no determina el éxito en el
tratamiento, por esto se ha llevado a cabo el perfeccionamiento de la elaboracion de
los implantes tanto a nivel mecanico como estético y por ente se perfeccionan

también los procesos clinicos. (3).

Para poder alcanzar la estética y la salud de los tejidos que se encuentran alrededor
del implante, es indispensable la union entre los tejidos duros y blandos, los tejidos
periimplantares blandos se los divide en epitelio queratinizado oral, el cual se
continGa con el epitelio de unién, y el tejido de conjuntivo el cual contiene

abundantes fibras colagenas. (3)

El tejido periimplantar blando antes mencionado es dependiente en su parte inferior
de un andamiaje de tejido duro, el cual es el hueso, éste se remodela de forma
permanente, en circunstancias normales, pero este equilibrio se puede ver afectado
y conllevar a la pérdida del mismo alrededor del implante, determinada por varios
factores, entre los cuales encontramos: la clase de implante utilizado, la presencia
de la interfase implante-pilar, la existencia de microorganismos, si encontramos o

no tejido queratinizado, la calidad de tejido blando alrededor del implante y la



técnica quirargica. Después de haber conseguido la osteointegracion, la conexién
protésica seleccionada va a ser quien determine la estabilidad del implante. (4)

La supervivencia del implante y la presencia de microorganismos en la interfase del
implante y su pilar dentro del tratamiento de rehabilitacion se vera alterado por la
estabilidad que se logre en este aspecto. Una de las desventajas citadas al momento
del uso de materiales conformados por titanio en la confeccién de elementos
transmucosos es en aspecto estético ya que su color se puede apreciar a través de

los tejidos blandos. (5)

1.1. Planteamiento del problema

Este estudio se basa en identificar y comparar por medio de microscopia electrénica
y pruebas de laboratorio clinico la cantidad de Staphylococcus epidermidis que se
deposita en la interfase Implante — pilar de diferentes casas comerciales. Teniendo
en cuenta que dentro del pais no existen estudios que comparen la susceptibilidad
que tienen la interfase implante — pilar para que adhiera este microorganismo, ésta
investigacion busca comparar cudl de las diferentes casas de implantes mas
utilizadas en el posgrado de implantologia oral de la Universidad Central del
Ecuador es méas propensa a colonizar este tipo de microorganismo en la interfase
(pilar-implante), siendo esto imprescindible para evitar futuras complicaciones

periimplantares.

La Peri-implantitis es la inflamacion de los tejidos blandos alrededor de un implante
caracterizada por la pérdida progresiva del tejido 6seo de soporte. Se sugiere que la
pérdida Gsea asociada a peri-implantitis varia entre los sujetos y se caracteriza, en
la mayoria de los casos, por una progresion no lineal, los criterios de éxito exigen
un promedio de pérdida de hueso inferior a 1,5 mm durante el primer afio de la

insercion de la prétesis y posteriormente menos de 0,2 mm de pérdida 6sea anual.

Tratar la enfermedad peri-implante, una vez que la pérdida 6sea ya haya ocurrido

es irreversible, y la falla del implante sigue siendo una consecuencia de la terapia.



Por lo tanto, es prudente para evitar la colonizacion bacteriana al tener un sello

adecuado entre la interfaz implante-pilar (4).

Desde un punto de vista biologico el microgap entre el implante y el pilar pueden
servir como reservorio para bacterias que inicia y perpetla en una respuesta
inflamatoria con el potencial de inducir una peri-implantitis y juegan un papel
importante en el proceso de pérdida de hueso, ademés de producir los

micromovimientos del implante (3).

La mayoria de los sistemas de implantes dentales se componen de dos partes
principales: el pilar y cuerpo del implante. Estudios recientes indican que en la
restauracion de implantes dentales la presencia de microgaps entre el implante-pilar
puede causar fugas microbianas o un almacenamiento de las mismas en esta

interfase, pudiendo penetrar a través de un espacio tan pequefio como de 10 um (4).
Por lo que se plantea el siguiente problema de investigacién, ¢En cual de las dos
diferentes interfases de implantes se depositaran mayor o menor o igual cantidad de
Staphylococcus epidermidis?

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo general

Determinar la cantidad de Staphylococcus epidermidis que se deposita en la

interfase implante—pilar, en dos diferentes marcas de implantes.

1.2.2. Objetivos especificos

1. Verificar la presencia de Staphylococcus epidermidis en la interfase implante—
pilar de Conexao.
2. Verificar la presencia de Staphylococcus epidermidis en la interfase implante—

pilar de Bionnovation.



3. Conocer en cual interfase implante—pilar se deposita mas Staphylococcus
epidermidis.

1.3. Justificacion

2. Los implantes presentan inevitablemente un micro gap entre el implante y el
pilar. La filtracion bacteriana a través de este micro-gap en la interfaz implante-
pilar estd bien probada ya que en estudios realizados se observa la colonizacion
de la parte interna de la conexidn. Estos espacios, una vez colonizados, pueden
constituir un reservorio bacteriano. Posteriormente podria contaminar el

entorno de un accesorio e interferir con la salud de los tejidos periimplantarios

).

3. El interior de la conexion es un entorno con baja concentracion de oxigeno y
lejos de la respuesta defensiva inflamatoria de los tejidos peri-implantales,
proporcionando asi un entorno perfecto para el desarrollo de bacterias que

pueden estar particularmente relacionadas con patologia periimplantaria. (3)

4. El Staphylococcus epidermidis constituye uno de los microorganismos méas
destacables en la produccion de patologias periimplantares, entre las cuales se
encuentran la periimplantitis 0 mucositis, por eso se estima que el 12-22% de
los pacientes implantados seran diagnosticados con peri-implantitis en un
término corto de 5 afios (6).

5. Existen un sin nimero de implantes dentales con sus respectivos pilares, cada
uno fabricado de diferente manera, la poca higiene en ese sector es un ambiente

adecuado para la proliferacion de bacterias. (6)

6. Por ende, el presente estudio tiene como relevancia conocer en cudl de las dos
marcas de implantes con sus respectivas interfases existe mayor acumulacion
de microorganismos y asi evitar un porcentaje mas elevado de una futura

periimplantitis. Cabe destacar que no existe un estudio en el pais comparando



la cantidad que se deposita de Staphylococcus epidermidis en la conexién
implante pilar de las dos marcas de implantes. (3)
6.1. Hipotesis

6.1.1. Hipotesis alternativa

La adhesion, formacion y cantidad de la Staphylococcus epidermidis es dependiente

de las superficies que colonicen.

6.1.2. Hipotesis nula

La adhesion, formacion y cantidad de la Staphylococcus epidermidis no es

dependiente de las superficies que colonicen.



CAPITULO I

7. MARCO TEORICO

2.1. Partes del implante

El implantes esta constituido por un cuerpo, el cual consta de tres componentes: el
cuerpo, médulo crestal y apice. La plataforma que compone al implante tiene la
funcion de soportar al pilar y ademas resiste las cargas axiales, como dato adicional
se menciona que esta posee un elemento anti rotacionales, el cual puede hallarse en
la parte interna del cuerpo del implante (conexion interna) o encima de la misma

(conexion externa). (7)

2.2. Tipos de conexiones

Dentro de las ventajas que se han presentado en la conexion hexagonal externa
podemos citar: compatibilidad entre los distintos sistemas, accién anti rotacional y
recuperabilidad (7) pero también se han demostrado varias desventajas entre las
cuales tenemos: fractura o desajuste del tornillo de fijacion, la existencia de micro
movimientos los cuales se producen por una altura baja del hexagono, pobre
resistencia a los movimientos laterales y rotacién, y la existencia de un espacio en
la interfase implante pilar mayor, lo que puede conllevar a la pérdida 6sea (8).
Varios estudios realizados han demostrado que entre un 30.7% y 49% en los
implantes de conexidn externa, los tornillos de fijacion tienden a perderse (9). En
cuanto a las conexiones de tipo internas, entre las cuales podemos encontrar
octogonal, hexagonal, conica y triangular, han demostrado una mejor adaptacion
entre conectores, dando como resultado una adecuada interposicion entre el
implante y el pilar protésico (10).

Por otra parte la conexidn hexagonal interna presenta carias ventajas entre las cuales
tenemos: se puede colocar adecuadamente el implante en una etapa, posee
caracteristicas anti rotacionales, estabilidad alta, posee una facil conexion del pilar,

es conveniente para restaurar un solo diente, distribuye de mejor manera las fuerzas



y resiste de forma adecuada las fuerzas de rotacion; la conexion interna del tipo
conica se fundamenta en un principio muy importante, el cual es “cono en un cono”
lo que condiciona una intima unién entre el pilar y el implante. Entre las desventajas
que presenta tenemos: se hace dificil ajustar las divergencias de los angulos entre
los accesorios ya que existe una pared lateral que se aprecia mas delgada en la parte
de la conexién (11).

Esta conexion se desarrollo por Stephen Ambrose Morse en el afio de 1864, y se
implemento en el area de implantologia en el afio 1985 en Estados Unidos por
Thomas D. Driskell. La friccion del pilar y el implante va a condicionar la
estabilidad y la fijacion del pilar mas no del tornillo de fijacion (12). Se considera
a una conexion Morse cuando la al sumar los angulos internos de sus componentes
nos da como resultado valores menores a 3.014° de divergencia, aparte no se usan
tornillos de fijacion. Aquellos implantes en los cuales los angulos poseen valores
mayores a 3.014° son considerados conicos y usan un tornillo de fijacion para
proveer retencion. Dentro de las ventajas de las conexiones cono Morse y conica es
que producen una adecuada distribucion de las fuerzas lo que ayuda al
posicionamiento de los pilares. (10)

2.3. Tipos de pilares

El elemento encargado de retener al componente protésico es el pilar, éste es el que
produce la retencién ya sea de una prétesis fija o de una removible. EI mismo a su
vez puede clasificarse dependiendo del mecanismo por el que sujeta al elemento
protésico; entre los cuales tenemos cementado o atornillado, ademas, se puede
subdividir en agulados o rectos, dependiendo de la relacion que tengan con el eje
axial del implante. (13)
Los pilares los podemos claseificar en:
# Tipo de elaboracion:
- Parcialmente calcinables o calcinables
- Personalizados

- Prefabricados en serie en zirconia o titanio. (2)



# Técnica de fabricacion, los personalizados se pueden clasificar en:

Con técnicas CAD/CAM, en alimina, titanio y zirconia
Fundidos de forma convencional
Con titanio mediante laser

Mediante refuerzo de grafito polimetacrilato o fibra de carbono (2)

Los pilares fabricados con disefio asistido por computadora/manufactura asistida

por computadora (CAD/CAM) tienen ventajas destacables, entre las cuales

tenemos:

Material homogéneo para su elaboracion puesto que su origen es de
un bloque solido

Ha logrado producir angulaciones con el objetivo de corregir las
posiciones que pueden llegar a ser desfavorables para los implantes.
Adecuadas propiedades mecéanicas

Las imperfecciones son minimas ya que no precisa de fundir la cera
y ciertos pasos que pueden elevar el aspecto econdmico del proceso.

Ayuda a perfeccionar el perfil emergencia de la restauracion. (2)

2.4. Interfases en los sistemas de implantes

Cuando el implante-pilar es colocado, se va a producir la formacion de distintas

interfases, entre las cuales podemos citar:

Implante-pilar
Implante-tornillo de fijacion

Hueso-implante (2)

2.5. La interfase implante-pilar

Estos determinan una cavidad que se produce en la union del pilar y el implante,

esta zona puede ser un reservorio de microorganismos que conllevarian a la

inflamacion de los tejidos que se encuentran alrededor de la interfase implante-pilar

y por lo tanto, pueden producir la destruccion del tejido, también a nivel

biomecanico, se han podido observar ciertos problemas, tales como el aflojamiento



del tonillo de fijacion por micro movimientos. El desajuste o la falta de ajuste pasivo
producido entre las partes pueden fracturar a los componentes de la protesis, ya sea
al implante o al tornillo de fijacidn, ya que se produce una distribucion inadecuada
de las fuerzas no axiales y por ende una sobrecarga al pilar. (13)

Existen tres factores principales descritos como los posibles causantes de micro
espacios, entre los cuales se pueden citar:

- La produccién de micro movimientos en la fase implante-pilar

- Tolerancia en la manufactura

- Movimientos fisiol6gicos durante la carga oclusal. (14)

Se han delimitado disimiles técnicas que van a ayudar a medir la interfase pilar-
implante, entre las cuales tenemos: medir una seccion transversal, utilizacion de un
explorador mediante examen visual y visién directa. La ultima antes mencionada
tiene como ventaja el no ser destructiva, por lo que nos permite divisar cambios en
diferentes condiciones, pero en cierto ocasiones son subjetivas puesto que los
extremos redondeados no nos permiten la receptibilidad para tomar las medidas.
(14)

La vision en una seccion transversal tiene como ventaja de ser mas precisa y nos
permite repetir las mediciones, pero no el seguimiento de la muestra en condiciones
y tiempos distintos (15). Kano et al (15) en el 2007, plantea un sistema para la
clasificacion fundamentado en el microespacio horizontal y vertical que se produce
en la interfase implante-pilar, asi:

- (A) la desadaptacion vertical se puede definir como el espacio
vertical el cual es medido a partir del punto 0 en linea, mediante el
punto mas exterior del implante, sin contar el extremo redondo y la
zona del pilar.

- (B) ladesadaptacion horizontal se puede definir como la discrepancia
desde el punto 0 hasta el extremo exterior del pilar, cuando el pilar se
aprecia mas ancho que el implante, quiere decir que hay un contorno

horizontal sobreextendido. (14)



La relacion y la relacion de tamafio de la interfase y la cantidad de bacterias que
pueden colonizar, ha sido muy estudiada, ya que este aspecto tiene importancia
clinica. (14)

2.6. Colonizacion por microorganismos

Luego de 30 minutos de finalizada la cirugia se produce la colonizacion de las
bacterias, ésta contaminacion se puede producir por:

- Microorganismos que se encuentran en el medio oral

- Contaminacién que se haya producido en la primera o segunda fase

de la cirugia. (16)

Los microorganismos y los productos de los mismos que se encuentran cerca de la
cresta 6sea, van a producir una respuesta por parte de los tejidos, lo que puede
conllevar a una peri implantitis, dando como resultado una reabsorcion del hueso,
y en Gltimo caso, un fallo en el implante, en este aspecto, la distancia de la brecha
en la interfase es de gran importancia, ya que su tamafio se mostrard como un
ambiente adecuado para acumular microorganismo, aparte, existe una estrecha
relacion entre el aspecto bioldgico y el biomecéanico (16). Ricomini et al (17) en el
afio 2010, en un estudio in vitro evaluaron la adhesion de bacterias y la pérdida de
la pre carga en la interfase pilar-implante en implantes con conexion hexagonal
externa e interna conica, en proceso de fatiga mecanica y termociclado, en donde
determinan que dichos sistemas presentan una pérdida de torque luego de ser
sometidas a éstas condiciones; en cuanto a la colonizacion bacteriana, se determiné
que el tornillo del pilar que se encuentra en la conexion externa no presentaba
contaminacion, en contraste con las conexiones cénicas que se presentan bacterias
en el tornillo. (17)
Prudente et al (18) en el 2012, efectuaron un estudio de caracter in vitro el cual fue
dividido en dos fases, la inicial radicO en la comparacion de disimiles
concentraciones de la bacteria y la segunda compar6 la micro filtracion de la
bacteria, en funcion del torque que se empleo en el pilar, dando como resultado que
la concentracion mas eficaz para la realizacion de los ensayos in vitro es de 0.5 ml,

con el objetivo de no llevar a un sobre flujo bacteriano que pueda conllevar a un
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falso positivo, aparte, determinaron que no existe una estrecha relacion entre la
concentracion bacteriana y los valores de torque aplicados. (17)

Distintos autores han comparado la filtracion de bacterias en diferentes sistemas de
implates, con varios tipos de conexiones, tanto en condiciones dindmicas como
estaticas, con disimiles clases de pilares, sometidos a la accion de 17 distintos tipos
de microorganismos como hongos y bacterias, inclusive con edotoxina y sustancias
como rodamina b, evaluaron la filtracion en dos sentidos, desde la parte externa
del implante a la parte interna y viceversa. Jansen el al (19) en 1997, ejecutaron
medidas del ajuste marginal en la interfase pilar-implante sometidas a condiciones
estaticas, de trece diferentes sistemas con la ayuda de un microscopio de barrido,
analizaron la filtracién de bacterias desde la parte interna a la externa, dando como
resultado que la brecha marginar obtuvo un resultado menor a 10um, esto para todos
los sistemas pre fabricados, el pilar Octa modificado obtuvo un resultado de el
espacio de 12 um y su media de 5um (17).

Ningun sistema analizado evit6 la fuga de bacterias. Calla et al (20) en el 2005,
identificaron a las bacterias con la ayuda de sondas de ADN, de muestras que fueron
obtenidas de 32 pacientes rehabilitados con implantes, determinando que la
colonizacion de bacterias en el interior del implante se produce en los 25 dias luego
de la segunda fase de la cirugia y la implementacion del pilar de cicatrizacion.
Furst el al (21) et al en el afio 2007, en un estudio con el objetivo de analizar la
colonizacion temprana de los implantes a base de titanio después de su
implementacién y durante las 12 semanas iniciales posteriores al acto quirargico
obteniendo como resultado que los microorganismos se adhieren luego de la

colocacion del implante (21).

2.6.1. Staphylococcus epidermidis

Dentro de las bacterias que se aislan de manera mas frecuente en los laboratorios
de microbioldgicos (1), son los estafilococos coagulasa-negativo, dentro de este
grupo encontramos al S. epidermidis, el cual tiene como caracteristicas principales
ser novobiacina sensible y coagulasa negativo, se lo consideraba como un gérmen

contaminante de cultivos, pero ahora se lo conoce como un importante patégeno el
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cual va a producir varias enfermedades entre las cuales tenemos: endocarditis de la
vavula nativa, infecciones de vias urinarias en los hospitales, bacteremia en
pacientes que cuyo sistema inmunologico esta suprimido, osteomielitis, infecciones
en los dispositivos de uso médicos y cuerpos extrafios como marcapasos, protesis
articulares, implantes, valvulas cardiacas protésicas, catéteres de dialisis peritoneal
y endovenosos, injertos vasculares y fistulas para hemodialisis) y endoftalmitis post

cirugia ocular.(20)

2.6.1.1. Caracteristicas principales  del Staphylococcus

epidermidis

- Muy resistente
- En un coco gram + que crece en colonias de 1,2 mm de diametro
aproximadamente.

- No hemolitico en agar sangre y no mévil. (20)
Se puede clasificar en tres grupos:

- Anaerobio facultativo: crece por fermentacién o respiracion aerébica

- Coagulasa negativa

- Catalasa positiva (20)
Se considera positiva para producir ureasa, utiliza sacarosa, glucosa y lactosa para
la formacion de productos &cidos, las infecciones producidas por S. epidermidis son
nosocomiales, oportunistas y esta asociada en general a catéteres, cirugias en
implantes de las protesis. (7)

2.6.1.2. Factores de virulencia

La adherencia de la bacteria es eficaz siempre y cuando se produzca biofilm o
exopolisacaridos (slime), por lo que se puede adherir a zonas como sondas,
catéteres vasculares y protesis, a proposito que este biofilm actia como defensa ya
que hace dificil el transporte de los antibidticos. (7)

El mecanismo por el cual la difusion de los antibidticos se dificulta es porque se

crea una biopelicula multicapa la cual se forma por la adherencia de otras bacterias
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gracias a sus capsulas Ilamadas PI1A (polisacéarido de adhesion intercelular) la cual
estd compuesta de un polisacérido sulfatado. La formacion de la biopelicula va a
hacer que el metabolismo de las baterias decrezca, esta disminucion del
metabolismo bacteriano junto con la alteracion de la difusion de los medicamentos
antibioticos va a dificultar a los mismos el combatir con eficiencia esta clase de
infeccion. (7)
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CAPITULO 11l

8. DISENO METODOLOGICO

8.1. Disefio del estudio

Estudio experimental in vitro.

8.2. Sujetos y tamafio de la muestra

Conexion implante pilar de dos casas comerciales contaminadas con

Staphylococcus epidermidis.

La muestra fue escogida bajo la referencia de Murillo S. Pita en el 2016 (31), la
misma que evalu6 24 Implantes y 24 pilares rectos de conexion externa de dos
diferentes casas comerciales (EH — biodent y T1 — Bioneck TRI Rp) sumergidas en
cajas Petri con agar sangre incubando por 72 horas y analizando el ADN de las
colonias que se impregnan en la interfase del implante, evaluado a partir de una
muestra de saliva. En el presente estudio se evaluaron las dos casas comerciales
mas utilizadas en el posgrado de implantologia oral de la Universidad Central del
Ecuador (CONEXAO Y BIONNOVATION), la misma que estuvo conformada por
20 implantes y 20 pilares rectos de conexion morse, los cuales se sumergieron en
una cepa de patron liofilizado de “Staphylococcus epidermidis” durante 72 horas y
se analiz6 que cantidad de este microorganismo ingresa en la interfase implante —
pilar, midiéndose por unidades formadoras de colonias y con visualizacion a través

de microscopia electronica de barrido.

La investigacion se realizé por muestreo no probabilistico por conveniencia de 20

implantes y 20 pilares rectos.
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8.3. Criterios de inclusion y exclusion

8.3.1. Criterios de inclusién

Cepa liofilizada de Staphylococcus epidermidis obtenida en El Instituto
Nacional de Investigacion en Salud Publica INSPI Leopoldo Izquieta Pérez.
ATCC 25175

Implantes obtenidos en las casas comerciales Bionnovation y Conexion.
Didmetro de 4 mm.

Conexion morse indexado.

Pilares obtenidos en las respectivas casas comerciales Bionnovation y

Conexion, de cinta de 1,5 mm metélica (ucla), para conexién morse indexado.

8.3.2. Criterios de exclusion

Contaminaciéon del implante al momento de manipularlo

Falta de torque en el tornillo de conexion implante pilar.

Exceso de torque en el tornillo de conexidn implante pilar.

Contaminacion en los aditamentos protésicos al momento de manipular.

Al momento de retirar el aditamento protésico que se contamine la conexién
implante pilar.

Cinta de diferente medida que no sea 1,5 mm.

Pilar para otro tipo de conexion que no sea morse indexado.
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8.4. Operacionalizacion de variables

DEFINICION . INDICADOR ESCALA DE
VARIABLE OPERACIONAL TIPO CLASIFICACION CATEGORICO MEDICION
Espacio que queda entre la
union del aditamento
Interfase implante protesico y el Impl_ante, _ Cuantitativa Leve 503010922800
ilar de conexao conocido con las SIg|fiS IAJ Independiente ordinal Moderada
P correspondientes al término Severa >100000
inglés implant-abutment
junction (1).
Interfase implante Parte de un implante que da Leve
pilar de soporte y retencion una Independiente Cuantitativa Moderada < 10000
bionnovation prétesis o a su subestructura ordinal Severa 50000/65000
(Misch.et al) >100000
Microorganismo aerobio
Staphylococcus caracterizado por ser Dependiente Cualitativa Presencia 1
epidermidis nobiacina sensible y nominal Ausencia 0

coagulasa negativo (1)
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8.5. Estandarizacién

Para que el presente estudio tenga validez y confiabilidad fue necesario:

Se utiliz6 una cepa ATCC proporcionada por el Instituto Nacional de Investigacion
en Salud Publica Dr. Leopoldo Izquieta Pérez INSPL. El Laboratorio especializado
“Villa Lab” y el clinico a cargo del Mgs. Byron Villacis Bioquimico Clinico con
equipos e instrumentos del area analitica y de las instalaciones verificados segun el

Programa de Mantenimiento de Equipos e Infraestructura. (Anexo A)

Los medios de crecimiento, selectivos, transporte y pruebas bioquimicas fueron
suministradas por el laboratorio clinico de referencia NETLAB Laboratorios
Especializados, primer laboratorio ecuatoriano con triple reconocimiento
internacional de calidad, mediante Certificacion I1ISO 9001: 2008, 1ISO 151589.
(Anexo B)

El Operador capacitado del Laboratorio de Caracterizacion de Nanomateriales de
la Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE), para preparacion y conteo

bacteriano por campo con SEM de la muestra previo a SEM.

El manejo de los implantes se realiz6 bajo normas de bioseguridad estandarizadas,

en la unién implante pilar siendo manejados por un implantélogo capacitado.

8.6. Técnicas e instrumentos de investigacion

Para esta investigacion se trabajé con implantes adquiridos respectivamente en las

casas comerciales con los aditamentos protésicos.
Los medios de crecimiento selectivo agar sangre, tioglicolato y pruebas

bioquimicas manitol fueron suministrados por el laboratorio clinico Netlab. (Anexo
B)
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La cepa de Staphylococcus epidermidis fue suministrada por el Instituto Izquieta
Pérez el cual fue trasladado en el medio Stuart.

Figura 1 Cepa de Staphylococus Epidermidis, medio Stuart
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

La parte experimental se realizo en el laboratorio clinico “Villa Lab” de la ciudad
de Quito. La calidad de las cepas y el medio de cultivo se mantuvieron en
refrigeracion entre 2 a 8° C. para que los resultados fuesen confiables

inmediatamente luego de la recepcién (4). (Anexo A)

Se saco de refrigeracion y se esperd un tiempo para que se ambientara la cepa y el
agar. Se procedid a realizar una siembra del medio Stuart al agar selectivo,
siguiendo un proceso de estriado, en seguida se llevo a la incubadora “globe” 37°
C el cual estaba controlado por medidores de temperatura calibrados por 24 a 72
horas (16).
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Figura 2 Inoculacién en agar sangre
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Posterior a la incubacion se observo las caracteristicas morfol6gicas macroscépicas
obtenidas en el agar sangre, caracteristicas que coincidian con el género de
Staphylococus que es un microorganismo muy resistente, representado por cocos
Gram positivos no moviles que crecen en colonias de aproximadamente 1,2

milimetros de didmetro (4).

Figura 3 Cepa inoculadas
Fuente y elaboracién: Pedro Morales
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Figura 4 Toma de muestra para observacién de caracteristicas de Spp. Epidermidis
Fuente y elaboracion: Pedro Morales

Se realizé una tincién gram en la cual se esper6 visualizar cocos gram positivos
dispuestos en racimos para asegurarnos estar trabajando con el género
Staphylococcus, se realizd la prueba de catalasa la cual consiste en tomar una
colonia en mencién, llevarla a un cubre objeto y colocarle peréxido de hidrogeno,
observando desprendimiento de burbujas de gas, indicando un resultado de catalasa
positivo, al realizar la prueba de coagulasa, es decir, homogenizar una colonia de
bacterias mas plasma no se visualiza la formacion de coagulo indicativo de prueba

de coagulasa negativo (22).

Figura 5 Prueba de Catalasa
Fuente y elaboracién: Pedro Morales
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Figura 6 Peroxido de hidrogeno, observando desprendimiento de burbujas de gas
Fuente y elaboracion: Pedro Morales

Para asegurar la presencia de la especie de epidermidis se realizd la prueba
bioguimica de manitol, el cual es un medio rosado donde la positividad se refleja
en color amarillo, donde no se refleja positivismo quiere decir que es negativo y se

confirma que en el género y especie es positivo para Staphylococcus epidermidis.

Una vez identificada la bacteria comenzd la investigacién con los implantes,
utilizando el caldo nutritivo tioglicolato (medio liquido), se procedié a colocar los
implantes, a cada casa comercial se la representé con un ndmero para evitar
conflicto, casa comercial 1 y casa comercial 2 con sus respectivos pilares de base
metalica a un torque de 30 N previo a la colonizacion con el Staphylococcus
epidermidis, los implantes se los manejoé con normas de bioseguridad utilizando
pinzas de titanio para la manipulacion, evitando asi que existiera contaminacién de
otras bacterias, se colocaron en los tubos con tioglicolato y se adicion6 una porcion
de colonia de Staphylococcus epidermidis previamente sembrada en el agar sangre
de conejo con un asa calibrada en el caldo nutritivo de tioglicolato e inmediatamente
se llevo a incubacion a 37° C. durante 24 h a 72 h.; a las 24 horas de incubacién con
el tioglicolato se procedi6 a tomar de la porcion de la interfase implante — pilar de
cada casa comercial una muestra de Staphylococcus epidermidis, realizando una
siembra en agar sangre de conejo para incubar a 37° por 24 h para observar que

cantidad de bacterias crecieron en ese tiempo, realizdndose el mismo procedimiento
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a las 48 y 72 horas. Posterior al analisis para evaluar el crecimiento o no de la
interfase implante — pilar se realizo el conteo de unidades formadoras de colonias y
se verifico si la bacteria es Staphylococcus epidermidis, después de la siembra se
realizd nuevamente las pruebas de género y especie siguiendo los protocolos

microbioldgicos estandarizados del caso.

Figura 7 Staphylococus epidermidis sembrado
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Figura 8 Implantes B
Fuente y elaboracion: Pedro Morales
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Figura 9 Implantes A
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Figura 10 Apertura de Implante B
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Figura 11 Apertura de Ucla B
Fuente y elaboracién: Pedro Morales
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Figura 12 Apertura de tornillo de indexacion B
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Figura 13 Torquimetro con llave universal de 1.2
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Figura 14 Torque en la interfase implante pilar
Fuente y elaboracién: Pedro Morales
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Figura 15 Interfase Implante pilar
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Figura 16 Interfase implante pilar “A”
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Figura 17 Interfase implante pilar Ay B
Fuente y elaboracion: Pedro Morales
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Figura 18 Se sumerge la interfase implante pilar en el tioglicolato
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Figura 19 Interfase implante pilar en tioglicolato
Fuente y elaboracion: Pedro Morales

Figura 20 Incubacion del tioglioclato por 48 horas
Fuente y elaboracién: Pedro Morales
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Figura 21 Interfase implante pilar inoculado
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Figura 22 Retiro de ucla
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Figura 23 Toma de muestra del sector interno del ucla
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

27



Figura 24 Incubacion de las muestras obtenidas de la interfase implante pilar de Ay B
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Figura 25 Cultivo de la interfase implante pilar B
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

Figura 26 Cultivo de la interfase implante pilar A
Fuente y elaboracién: Pedro Morales

El manejo de desechos se manej6 de acuerdo al protocolo realizado en el

laboratorio. (Anexo B)
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Una vez realizado el procedimiento en el laboratorio “Villa Lab” se tomaron los
implantes colonizados y fueron colocados en una caja Petri estéril para trasladar a
la Universidad de las Fuerzas Armadas E.S.P.E donde la muestra se prepar6 de
acuerdo al protocolo para poder observar en el Microscopio Electrénico de Barrido

a un aumento de 10000 en una escala de 100 micras.

MIRA3 TESCAN

CENCINAT

Figura 27 Microscopia electrénica SEM implante B
Fuente: Ing. Karla Vizuete Elaboracién: Pedro Morales

SEM MAG: CENCINAT

Figura 28 Microcopia electrénica SEM implante A
Fuente: Ing. Karla Vizuete Elaboracion: Pedro Morales

8.6.1. Medicidn de variables y procedimientos

En cuanto al andlisis e interpretacion de la informacion, los datos fueron incluidos,
depurados y organizados en el programa Microsoft Excel 2010, posteriormente los
datos que se obtuvieron se introdujeron en una base de datos, construida a través
del software IBM SPSS 21.0 (Statistical Package for Social Sciences, IBM).

29



Se utilizaron medidas de estadistica descriptiva, es decir medias, desviaciones
estandar, medianas, minimos, maximos y proporciones, posteriormente se aplico el
test de normalidad (Kolmogorov-Smirnov); para evaluar la acumulacion o no del
Staphylococcus epidermidis, la interfase del implante se elaboré con el Test de Chi

cuadrado con nivel de significancia de 5%.

8.7. Aspectos bioéticos

La investigacion es de caracter in vitro, por lo tanto, no representé ningun riesgo
potencial a la comunidad ni para los ocupantes de los laboratorios, debido a que se
manejo con los protocolos de bioseguridad de cada laboratorio, ademas se evitd

contaminacion de las muestras durante el estudio.

El beneficio que representa esta investigacion es de gran impacto dentro del pais
para generar nuevos conocimientos para la comunidad cientifica, asi mismo se
beneficiard a los estudiantes, ya que podran contar con un material teérico para
futuras investigaciones, ademas que les permita conocer cual implante utilizado en
el posgrado de implantologia oral evita la colonizacién de Staphylococcus
epidermidis en la interfase implante pilar. Siendo sometida a revision del comité de

investigacion de la facultad de odontologia para previa aprobacion.
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CAPITULO IV

9. ANALISIS DE RESULTADOS

9.1. Resultados

Datos descriptivos

Para facilitar la interpretacion de los resultados se representara en siglas la
identificacion de los implantes y la presencia de bacterias:

A: presencia de Staphylococcus epidermidis en la interfase implante — pilar de
Bionnovation.
B: presencia de Staphylococcus epidermidis en la interfase implante — pilar de

Conexao.

Tabla 1 Resultados de la presencia del de Staphylococcus epidermidis en la interfase implante—
ilar de las diferentes marcas

Muestras A (UFC/ml) B (UFC/ml)
1 1.000 17.000
2 1.000 19.000
3 0 15.000
4 0 18.000
5 1.000 14.000
6 1.000 16.000
7 0 12.000
8 2.000 15.000
9 0 14.000
10 2.000 16.000

Promedio 800 15.600

Fuente: Investigacion Autor: Pedro Morales

Con la informacién referenciada en la tabla 1 se representa el siguiente grafico.
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Gréfico 1 Comparacion de la presencia del de Staphylococcus epidermidis en la interfase
implante — pilar de las diferentes marcas

Comparacionde Ay B

20.000
18.000
16.000 7 —
14.000
12.000
10.000 A (UFC/mI)
8.000 B (UFC/ml)
6.000
4.000
2.000 —

UFC/mlI

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fuente: Investigacion Autor: Pedro Morales

A través de lo reportado en la tabla 1 y el grafico 1 se demuestra que en la interfase
implante-pilar de Bionnovation exhibe la menor presencia de Staphylococcus
epidermidis entre un rango de 0-2000 UFC/ml, en cambio la interfase implante—
pilar de Conexao presenta la mayor cantidad de microorganismo en un rango de
12000 — 19000 UFC/ml.

Estudio estadistico
Mediante el T-Student se aprobara o rechazara la hipétesis de la investigacion, al

contrastar las medias de las muestras del estudio. A continuacion, se presenta la

media, desviacion estandar y el error estandar de la Muestra A y B.

Tabla 2 Resultados descriptivos del T-Student

Muestras Media N DeS\{lac:lon Medla,de error
estandar estandar
Par 1 B (UFC/ml) 15600,00 10 2065,591 653,197
ar A (UFC/ml) 800,00| 10 788,811 249,444

Fuente: Investigacion Autor: Pedro Morales
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Grafico 2 Media de las muestras

Media de las muestras

= Media
15600
800
A (UFC/ml) B (UFC/ml)

Fuente: Investigacion Autor: Pedro Morales

La presencia de Staphylococcus epidermidis en la interfase implante—pilar de

Bionnovation con un promedio de 800 UFC/ml, es menor que la presencia de

Staphylococcus epidermidis en la interfase implante — pilar de Conexao con 1.560

UFC/ml.

Tabla 3 Prueba de T-Student

Media 95% de intervalo de
Muestras Media Desviacion de error confianza de la t | Sig.
estandar . diferencia g (bilateral)

estandar - -

Inferior | Superior

Par |B
1 EUFC/’“")A 14800,00| 204396 | 646,36 |13337,84 | 16262,16| 22.90| 9 000
(UFC/ml)

Fuente: Investigacion Autor: Pedro Morales

Al comparar B (UFC/ml) - A (UFC/ml), entre si; se evidencia que el valor de

significancia es P < 0,05. Se rechaza la HO; y acepto H1. Por lo tanto, la adhesion,

formacion y cantidad de la Staphylococcus epidermidis es dependiente de las

superficies.
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9.2. Discusion

Las infecciones asociadas a los implantes siguen siendo un desafio muy grande para
los pacientes y los médicos después de la cirugia. Las bacterias que se adhieren a
los dispositivos implantados pueden colonizar la superficie y desarrollar un biofilm
resistente, que a la vez conduce a una infeccion cronica que es resistente a los

mecanismos de defensa del huésped y medicacion antimicrobianas (23,24).

En base a lo antes expuesto es que se fundamenta la presente investigacion, donde
se demostrd la adhesion, formacion y cantidad de la Staphylococcus epidermidis es
dependiente de las superficies mediante un estudio in vitro, en este caso de la
interfase implante—pilar de Conexao, el cual presentd la mayor cantidad de
microorganismo en un rango de 12000 — 19000 UFC/mI que la interfase implante-
pilar de Bionnovation, ademés se confirmd que existio diferencia estadisticamente
significativa al contrastar las medias de las Unidad Formadoras de Colonia de
Staphylococcus epidermidis que adhirio a los dos tipos de implantes utilizados en

la investigacion.

En vista de que al revisar la literatura sobre el tema no se encontré estudio en el
pais donde se comparen la susceptibilidad que tienen la interfase implante—pilar
para que se adhiera el Staphylococcus epidermidis. Por esta razon, se referenciaria
la investigacion de Rabelo et al. (2014) (25), en la cual estudiaron la fuga de
Streptococcus sanguis en varios implantes—pilar de diferentes marcas, entre el que
se encontraba el Conexao, demostrando que en el implante morse de forma
hexagonal interno Conexao se presentd una contaminacion bacteriana de
Streptococcus sanguis ATCC10556 del 62,50%. Con esto se evidencia que la
interfase  implante—pilar Conexao es propensa a contaminarse con
microorganismos, lo que puede originar diversas enfermedades peri implante,
debido a que los implantes se someten a cargas funcionales hay intercambio de
fluidos entre medio interno y externo que aumenta la infiltracion bacteriana en el
area peri-implante y por lo tanto existe mayor riesgo de la colonizacion bacteriana

al no tener un sello adecuado entre la interfaz implante-pilar (4,26,27).
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Aloise et al. (2010) (28), han confirmado que la microfiltracion se produce en
ambas direcciones, desde las partes internas de los implantes hasta el entorno
externo y viceversa. Las medidas notificadas para prevenir o minimizar la
contaminacion bacteriana de la interfaz implante-pilar, tales como el uso de
materiales de sellado, la descontaminacion de la cavidad del implante interno, el
uso de la aleacion de memoria de forma y diferentes geometrias de conexion, no
han tenido éxito (29).

La colonizacion de las bacterias en la interfaz de implantacion depende de factores
como la precision en la interfaz implante-pilar de diferentes sistemas de implantes
y su ajuste marginal, los valores de par de cierre también alteran la capacidad de

sellado de los pilares (27,30).

Ademas, el estudio de Assuncéo et al. (2009) (4), indican que en la restauracion de
implantes dentales la presencia de microgaps entre el implante-pilar puede causar
fugas microbianas o un almacenamiento de las mismas en esta interfase, pudiendo

penetrar a través de un espacio tan pequefio como de 10 um.

De acuerdo a Lakha et al. 2015, (31) la penetracion microbiana a travées del
microgaps existe invariablemente de la interfaz implante-pilar. Esta minima
apertura ha demostrado ser una fuente potencial de infiltracion microbiana y peri-
implantitis que conduce a fracaso de implantes, ya que ofrece un ambiente acogedor
para la colonizacion de bacterias. Aunque las conexiones conicas han demostrado
una mejor capacidad de sellado, el microintervalo existe invariablemente en la
interfaz, por lo que se puede afirmar que ninguna conexion ha eliminado
completamente la formacién de micro-huecos o ha conducido a un entorno estéril
dentro de la conexion del implante. Esta informacién concuerda con los reportado

en la presente investigacion.
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CAPITULO V

10. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

10.1. Conclusiones

Se determind que la presencia de Staphylococcus epidermidis en la interfase
implante—pilar de Conexao, se mantuvo en un rango de 12000-19000 UFC/ml,
reportando una media de 15600 UFC/ml, estimando una presencia bacteriana
moderada.

La presencia de Staphylococcus epidermidis en la interfase implante—pilar de
Bionnovation, estuvo entre un rango de 0-2000 UFC/ml, con una media de 800

UFC/ml, considerado como una contaminacion bacteriana leve.

La interfase implante—pilar donde se depositd mayor cantidad de unidad formadora
de Staphylococcus epidermidis por cada ml fue en la interfase implante—pilar de
Conexao, con una diferencia de 14800 UFC/ml con respecto a la otra marca de
implante. También, se comprobd estadisticamente que la adhesién, formacién y
cantidad de la Staphylococcus epidermidis es dependiente de las superficies que

colonicen (p <0,05).
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10.2. Recomendaciones

Se recomienda utilizar la interfase implante—pilar de Bionnovation, durante el
procedimiento de implantes dentales por presentar menor adhesion, formacion y

cantidad de la bacteria Staphylococcus epidermidis.

Los médicos y los fabricantes que la adhesion, formacion y cantidad de la
Staphylococcus epidermidis es dependiente de las superficies que colonicen, por lo
tanto es probable la colonizacion microbiana en el microgaps y la parte interna del
implante puede dar lugar al colapso del implante por la inflamacion tisular.

Para proximos estudios considerar el tamafio de la interfase entre el implante y el

pilar, para poder asociar con la cantidad de bacterias que se puedan adherir en el

microgaps.
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