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RESUMEN:

Los seres humanos poseen un “microbioma oral dominado por bacterias anaerobias” . La mayoría 

de estos microorganismos exhiben en la cavidad oral un comportamiento simbiótico y una 

relación con el huésped basada en beneficios mutuos. Actualmente se postula que algunas 

especies bacterianas de la placa periodontopatogena se comportan como factores de riesgo 

significativos para la salud humana, ya que pueden exacerbar enfermedades inflamatorias 

crónicas como diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, artritis reumatoidea, y pueden 

provocar bacteriemia y parto prematuro.

En estado de salud, en el surco gingival, existe una microbiota normal en equilibrio con el 

huésped. Un aumento tanto en cantidad como en diversidad de microorganismos, dará inicio a la 

gingivitis, que podrá proseguir o no hasta desarrollar periodontitis. La periodontitis es una 

enfermedad multifactorial de etiología bacteriana, si no se instaura un tratamiento, su evolución 

tiene como resultado la pérdida de la pieza dentaria. Es considerada una infección bacteriana 

mixta, causada por bacterias Gram-negativas anaerobias estrictas provenientes de la placa 

subgingival. Estos factores tienen acceso al tejido conectivo y al torrente sanguíneo a través del 

epitelio dañado de la bolsa periodontal.

La Periodontitis crónica (Pc) es la presentación más frecuente y es prevalente en adultos

. Las especies bacterianas que forman la biopelícula periodontopaógena interactúan con los tejidos 

y las células del huésped causando la liberación de una amplia variedad de citocinas, quimiocinas 

y mediadores inflamatorios. Entre la variada ecología microbiana subgingival, algunas especies 

bacterianas se asocian al desarrollo y progreso de la enfermedad periodontal: Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella spp, Treponema denticola, 

Tannerella forsythensis. Porphyromonas gingivalis (Pg). P. gingivalis es considerada uno de los 

agentes etiológicos más importantes en la periodontitis crónica. Posee factores de virulencia que 

causan la destrucción de los tejidos periodontales, directa o indirectamente mediante la 

modulación de la respuesta inflamatoria. Posee un gran potencial para colonizar e invadir tejidos 

y es considerada una pieza clave en la transformación de la biopelícula dental benigna en una 

comunidad microbiana patógena al perturbar o trastornar la inmunidad del huésped y prosperar 

en condiciones disbiótica. Favorece el desarrollo de una respuesta inflamatoria crónica y 

contribuye con los procesos de destrucción de tejido periodontal y hueso alveolar. Es uno de los 

microorganismos patobionte mejor documentados y el conocimiento actual sobre su mecanismo 

de infección y factores de virulencia, afirman su papel como un componente clave en la 

periodontitis crónica.
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En microbiología clínica, la identificación de los agentes patógenos es un requisito esencial para 

obtener un correcto diagnóstico y la aplicación posterior de un tratamiento adecuado. En la 

actualidad, la PCR (Polimerase Chain Reaction) es la técnica de Biología molecular más utilizada 

en microbiología clínica, sobre todo, cuando se intenta identificar patógenos de crecimiento 

tedioso in- vitro, anaerobios estrictos, crecimiento lento, y exigencias nutricionales como P. 

gingivalis.

La presencia de patógenos periodontales parece ser diferente en sujetos de diferente origen étnico 

y los factores geográficos también pueden influir en la distribución de estas especies. En nuestra 

región y en nuestro país, los datos científicos en referencia a la etiología y rol de las bacterias 

responsables de la enfermedad periodontal son escasos.

Objetivo: Establecer la prevalencia de Porphyromonas gingivalis en fluido gingival de pacientes 

adultos con periodontitis

Material y Método: Participaron en este estudio 45 pacientes de ambos sexos, sistémicamente 

saludables, con edades entre 35 y 65 años que asistieron al Módulo de Patología y Diagnóstico 

III de la Facultad de Odontología de la Universidad Nacional del Nordeste. Los pacientes fueron 

diagnosticados clínicamente con periodontitis crónica de acuerdo con la American Association 

Periodontology. Como grupo control, se incluyeron en el proyecto 20 pacientes de ambos sexos 

sin enfermedad periodontal y sin enfermedades sistémicas. Cada participante firmó el 

Consentimiento informado aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Odontología de 

la Universidad Nacional del Nordeste. Se consideró la clasificación de enfermedad periodontal 

según lo sugerido por Escudero-Castaño y col. Se valoraron dos de los parámetros más 

importantes: profundidad de sondaje y pérdida de inserción clínica, para clasificar a la 

periodontitis crónica. Se seleccionaron dos sitios de muestreo, el de mayor profundidad de sondaje 

uno en la arcada superior y otro en la arcada inferior. Se tomaron muestras de líquido gingival 

con puntas de papel absorbente. Se introdujeron puntas de papel absorbente en el surco gingival 

del sitio elegido durante 60 segundos. Se transportaron luego en tubos Eppendorf bajo 

refrigeración almacenándose a -20 °C hasta su procesamiento. Se realizó la extracción de ADN 

utilizando el método de extracción con CTAB y posterior purificación. La prevalencia de P. 

gingivalis se determinó mediante la técnica de PCR de punto final. Se utilizó como control 

positivo la cepa de P. gingivalis ATCC 33277. La estrategia del ensayo se diseñó en forma simple 

y económica. Se utilizaron los cebadores descriptos en el protocolo de PCR de acuerdo con 

Quintero y col (2011) cuya banda se visualiza a 197 pares de bases (pb). Las secuencias de 

cebadores utilizadas fueron: Pg-1 F 5 -TGTAGATGACTGAAAACC-3’, Pg-2 R 5’- 

ACGTCATCCCCACCTTCCTC-3'. Para comprobar la especificidad de los primers se ensayó la 

PCR utilizando ADN obtenido de la cepa ATCC® de P. gingivalis 33277™ y ADN de
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Staphylococcus aureus SARM (Staphylococcus aureus resistente a meticilina). Para comprobar 

la presencia de ADN bacteriano en las muestras de fluido gingival, se realizó una PCR de 

ARNr16S (procariotas). Para ello se utilizaron los cebadores BAK4 y BAK11, empleados 

universalmente para la detección de ARN ribosomal 16S en procariotas.

Los productos PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa 1,8 % en buffer TBE1X 

más 3 pL de Gel Green 10,000X diluido 3X en agua destilada-desionizada y se visualizaron en 

foto documentador.

Resultados: La edad promedio de los pacientes evaluados fue de 40 ± 8,87 años y la distribución 

poblacional según el sexo fue de 64% para el sexo masculino y 36% para el femenino. El Índice 

de O’Leary, arrojó un promedio de 39,42 % en el sexo femenino y 41,90 % en el masculino. La 

distribución de frecuencias del grado de periodontitis en los pacientes evaluados fue de 13,3% de 

periodontitis leves, 46,7% moderadas y 40% de periodontitis severas. Se observó mayor 

frecuencia de periodontitis severa 72,2% y moderada 52,3% en pacientes de sexo masculino. La 

periodontitis leve se registró con mayor frecuencia en el sexo femenino, 66,7%. La prevalencia 

de P. gingivalis en la población estudiada fue del 44,4%. Se obtuvieron diferencias 

estadísticamente significativas entre los grados de severidad de la periodontitis y la presencia de 

P. gingivalis (p = 0.0002 a  = 5 %).

Conclusión: En la población estudiada, la periodontitis prevaleció en el sexo masculino Las 

periodontitis moderadas se dieron con mayor frecuencia. En el sexo femenino se registró con 

mayor frecuencia la periodontitis leve. La prevalencia de P. gingivalis en esta población con 

periodontitis crónica es de 44,4%. Se observó un aumento de la prevalencia de P. gingivalis en 

relación a la severidad de la periodontitis.
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I.INTRODUCCION

I.I- El M icrobiom a oral:

El estudio del “microbioma humano” ha crecido de manera exponencial en la última década, y su 

importancia en el proceso de salud -enfermedad en el ser humano es cada vez más evidente. Las 

comunidades microbianas endógenas o “microbiota endógena” participan en múltiples funciones 

metabólicas, fisiológicas e inmunológicas del huésped. La “microbiota” se define como la 

comunidad de microorganismos que ocupa un hábitat específico, mientras que el término de 

“microbioma” se refiere a la microbiota y a la función que cumplen los microorganismos dentro 

de dicho entorno 1.

Durante años, el microbioma humano ha evolucionado con el hombre, desempeñando un papel 

significativo en su fisiopatología.2 Las distorsiones de la función y de la composición del 

microbioma pueda tener consecuencias significativas para la salud del huesped1,3,4El microbioma 

en el ser humano se encuentra ampliamente distribuido y es muy diverso y variable entre 

individuos. La mayor variabilidad microbiana corresponde a la “cavidad oral” y al “tracto 

gastrointestinal” . La relación entre el microbioma oral y el hospedador es dinámica y está 

influenciada por múltiples factores. Distintos hábitats en la cavidad oral albergan comunidades 

microbianas heterogéneas, y se encuentran vinculadas con la salud oral y sistémica.

La cavidad bucal es considerada un ecosistema poblado por microorganismos fisiológicamente 

diferentes, los cuales coexisten exitosamente gracias a mecanismos adaptativos y a la existencia 

de sitios que facilitan su adhesión. La colonización del medio oral está favorecida por la “película 

adquirida”, esta delgada capa está constituida por proteínas, glucoproteínas, lípidos y otros 

componentes (hidratos de carbono, ácidos nucleicos), procedentes principalmente de la saliva, 

pero también derivadas del líquido crevicular (en el surco gingival), de la mucosa oral y de las 

bacterias. Dicha película modula la unión de las bacterias a las superficies dentarias y epiteliales 

y brinda protección y lubricación a la mucosa.

Cuando esta película adquirida es colonizada por las bacterias se forma la “placa bacteriana 

dental” o “biofilm dental” . La saliva y el líquido crevicular contribuyen al mantenimiento y 

control del biofilm dental con la participación de numerosas proteínas y minerales, y componentes 

con actividad antimicrobiana como: inmunoglobulinas, lactoferrina, lactoperoxidasa, lisozima, 

estaterina e histatinas. También a su vez, la saliva y líquido crevicular proporcionan nutrientes 

para el crecimiento microbiano 5,6

1
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La relación entre la colaboración y antagonismo entre las especies bacterianas del biofilm 

contribuyen a la estabilidad ecológica, repercuten en la virulencia y el potencial patogénico de 

las bacterias e intervienen en la fenóm eno to lerancia a las defensas del hospedador y a los 

agentes antim icrobianos7

Coexisten diferentes hábitats de colonización microbiana en la cavidad oral, como superficies 

dentarias, surco gingival, gingiva, lengua, mejilla, labios y paladar. En cada uno de estos nichos, 

las bacterias encuentran el sitio más adecuado de acuerdo con sus mecanismos de adhesión, 

exigencias nutricionales y ambientales, como la disponibilidad de nutrientes, pH del sitio, 

metabolitos tóxicos y condiciones del huésped que contribuyen a modelar la estructura y actividad 

de las comunidades microbianas que allí se instalan

Los seres humanos poseen un “microbioma oral dominado por bacterias anaerobias” . La mayoría 

de estos microorganismos exhiben en la cavidad oral un comportamiento simbiótico y una 

relación con el huésped basada en beneficios mutuos8. Las bacterias que constituyen el 

microbioma oral son cruciales para mantener la homeostasis en la cavidad oral9. Sin embargo, 

algunas de estas bacterias han sido también implicadas en enfermedades como la caries y la 

periodontitis, las cuales son enfermedades infecciosas comunes de la cavidad oral en los seres 

humanos10.

Actualmente se postula que algunas especies bacterianas de la placa periodontopatogena son 

factores de riesgo significativos para la salud humana, ya que pueden exacerbar enfermedades 

inflamatorias crónicas tales como tumores, diabetes mellitus, enfermedades cardiovasculares, 

artritis reumatoidea, bacteriemia, el parto prematuro y el bajo peso al nacer en los bebés. Es 

ampliamente aceptado que los microorganismos bucales causan enfermedades principalmente por 

una forma sinérgica o cooperativa 11.

I.II. P laca bacteriana subgingival:

La placa bacteriana o biofilm adopta el nombre de supra o subgingival, de acuerdo con su 

ubicación y teniendo en cuenta el borde libre de la encía. Se inicia con la deposición de 

glicoproteínas salivales sobre la superficie dura de las piezas dentarias, comportándose tanto 

como receptores para adhesinas de las bacterias como de nutrientes para muchas de ellas. El 

borde libre de la encía marginal constituye un límite, algo impreciso, entre la zona supragingival 

y la subgingival. Por esto algunos microrganismos pueden estar presentes en ambas. El 

microambiente y las condiciones ambientales que proporciona el surco gingival puede influir en 

el desarrollo de la biopelícula. La forma y estructura del surco gingival y de la bolsa periodontal

2
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los hacen menos accesibles a las actividades de limpieza; por tanto, estas áreas retentivas 

contribuyen a formar un microambiente relativamente estancado, donde los microorganismos que 

no pueden adherirse fácilmente a la superficie dentaria pueden tener oportunidad de colonizar. 

Existen también congragación y mecanismos de adhesión al epitelio de la bolsa. Las bacterias de 

estas localizaciones tienen acceso directo a los nutrientes e inmunoglobulinas presentes en el 

fluido del surco gingival12 Durante su formación, la placa, atraviesa distintas etapas y, desde el 

punto de vista microbiológico, Socransky y Haffajee (1998)13 sugirieron el siguiente 

agrupamiento de los microorganismos componentes de la placa dental subgingival:

Un grupo de colonizadores primarios que derivan de la placa supra gingival: Streptococcus (S.) 

mitis, S. oralis, S. sanguinis, S. intermedias, S. gordonii, Actinomyces (Act.) naeslundii y  Act. 

viscosus y  Veilonella spp. Otro grupo formado por Eikenella corrodens, especies de 

Capnocytophaga spp. y Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.a.), particularmente del 

serotipo a, que corresponden a los colonizadores secundarios. El grupo de colonizadores 

terciarios, que incluye a Fasobacteriam (F.) nacleatam y  F. periodonticam, Micromonas micro, 

Prevotella (P.) nigrescens y  P. intermedia y bacterias asociadas a ellas, tales como Eabacteriam 

nodatam, Campylobacter (C.) rectas, C. showae y  C. gracilis, y  S. constellatas. Estas especies 

constituyen un nexo con las bacterias de aparición tardía14 que, por modificaciones en el ambiente 

ecológico favorecen la aparición del grupo rojo compuesto por Porphyromona gingivalis, 

Tannerella forsythensis y  Treponema dentícola, llamados colonizadores cuaternarios, 

estrechamente relacionados al desarrollo y progreso de la enfermedad periodontal. 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans serotipo b, Actinomyces naeslandii 13, Actinomyces 

viscosas y  Selenomonas noxia se consideraron especies sin asociaciones claras. (fig 1)

V. p a n u l*
A. oa o n to ly ticu s

S. fT f/ttS
S. ora lt* C. rec tu sS . sanguis C . g ra cilis

S tre p to c o c c u s  sp
S. g oraonn

S. M m n ü f. nodnumS. c o n s f e / f j lu s

C  sh o w a e

S. noxiaA. acltno. b

Figura 1. Esquema de las comunidades (complejos) bacterianas del biofilm periodonto-patógeno. Estas 

agrupaciones son secuenciales desde la superficie del diente a la superficie de la placa bacteriana, por lo

3



Bqca. Maria Rosenda Britos

que la formación y maduración de éste va a depender de la existencia de una comunidad previa, desde el 

azul hacia el rojo. (Socransky y cois., 1998).

En estado de salud, en el surco gingival, existe una microbiota normal en equilibrio con el 

huésped, compatible con salud. Un aumento tanto en cantidad como en diversidad de 

microorganismos, dará inicio a la gingivitis15, que podrá proseguir o no hasta desarrollar 

periodontitis según la respuesta del huésped. Un sistema inmune disminuido, relacionado a 

factores de riesgo, tales como estrés, edad, higiene deficiente, consumo de tabaco, condición 

socio-económica, obesidad, entre otros, aumentará las probabilidades de progreso de la 

enfermedad16.

Sin embargo, bacterias no patógenas o benéficas contribuyen a mantener saludable el ecosistema 

subgingival, considerándose como tales, a aquellas presentes en elevado número en pacientes 

saludables y en bajo número en individuos en situación de enfermedad. Mecanismos de defensa 

tales como la competencia, exclusión, adhesión, desplazamiento, competencia por nutrientes y 

bacteriocinas, pueden ser importantes para la salud por su efecto protector frente a la invasión de 

microorganismos patógenos.

T.TTT. El periodonto:

Se denomina periodonto al conjunto de tejidos que rodean a la pieza dentaria, y su principal 

función es mantener a la misma dentro del hueso alveolar. Éste, se divide en periodonto de 

protección y periodonto de inserción.

El periodonto de protección (fig. 2), está formado por la encía. Definiendo a ésta, como la parte 

de la mucosa que rodea a la pieza dentaria y recubre las apófisis alveolares del hueso alveolar. 

Está formada por tejido epitelial y conectivo. En ella, se diferencian la encía marginal, la encía 

insertada y la encía interdental. Presenta color rosa o rosa coral en sujetos de raza blanca (fig. 3) 

y varios grados de color en otras razas, exhibe un aspecto punteado, se localiza adaptada a los 

tejidos subyacentes, y su margen termina en filo de cuchillo apoyándose sobre la pieza dentaria. 

El margen gingival se ubica en la unión entre el cemento y el esmalte ante inexistencia de 

patología. Rodeando a las piezas dentarias, forma un festoneado en el que la mayor altura se 

localiza entre las piezas dentarias, lo cual se denomina papila interdental. La vertiente externa 

forma parte de la mucosa que recubre la cavidad bucal y la vertiente interna de la encía forma un 

espacio virtual con la pieza dentaria, llamado surco gingival que en estado de salud mide de 1 -  

3 milímetros (mm) de profundidad17. Éste espacio virtual con forma de V que rodea al diente, está 

limitado en su extremo apical por una línea de células especiales que se ubican en el fondo del

4
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surco gingival y establecen la unión entre la encía y la pieza dentaria, denominándose adherencia 

epitelial o epitelio de unión18.

Figura 2. Periodonto de protección. Fuente: Lindhe y col. (2005).

En estado de salud, el sangrado es inexistente y el líquido crevicular se presenta en pequeño 

volumen. El líquido gingival o crevicular, que se filtra hacia el surco gingival desde el tejido 

conectivo de la encía, posee como función, mantener limpio al surco, mejorar la adhesión del 

epitelio a través de proteínas, generar efecto antibacteriano y acción inmunitaria para proteger a 

la encía19.

El periodonto de inserción o aparato de inserción (fig. 4), está formado por el cemento (tejido que 

recubre la pieza dentaria en la parte radicular), el hueso alveolar (ubicado en el hueso alveolar 

que forma parte del maxilar) y el ligamento periodontal, integrado por un conjunto de fibras de 

colágeno dispuestas desde el cemento de la pieza dentaria hacia el hueso alveolar, situado en el 

alvéolo. El periodonto puede sufrir variaciones con respecto a su función y a su morfología, 

también puede sufrir cambios por factores relacionados con la edad 18.

5
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Esmalte

('emento

Ligamento periodontal

Hueso alveolai

Figura 4. Periodonto de inserción. Fuente: Itoiz y Carranza (2004).

la permeabilidad a los antígenos bacterianos y otorga menor resistencia a los traumatismos. 

Durante la vida, el periodonto sufre modificaciones tanto funcionales como morfológicas. Según 

Needelman (2004)20, el epitelio soporta un adelgazamiento que se torna notorio con el avance de 

la edad, lo cual incrementa

I.IV. La Enferm edad Periodontal:

La periodontitis es una enfermedad multifactorial de etiología bacteriana caracterizada por una 

respuesta inflamatoria desarrollada por el huésped frente a los microorganismos de la placa 

bacteriana y sus productos21. Es considerada una infección bacteriana mixta, causada por bacterias 

Gram-negativas anaerobias estrictas provenientes de la placa subgingival, que se comporta como 

una fuente de factores de virulencia. Estos factores tienen acceso al tejido conectivo y al torrente 

sanguíneo a través del epitelio dañado de la bolsa periodontal22. La periodontitis se caracteriza 

por presencia de inflamación gingival en localizaciones donde se ha perdido la inserción de fibras 

de colágeno al cemento y migración apical del epitelio de unión. Además, al proceso inflamatorio 

de pérdida de inserción del tejido conectivo se asocia reabsorción de la porción coronal del hueso 

alveolar de soporte23. Debe considerarse también, la confluencia de diversos factores para el inicio 

de la periodontitis, si bien aún es difícil de diferenciar las consecuencias directas de los factores 

de virulencia de las bacterias de los efectos destructivos de la respuesta inmunológica exacerbada 

del huésped 24
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Generalmente cursa como una enfermedad asintomática, pero si no se instaura un tratamiento su 

evolución tiene como resultado la pérdida de la pieza dentaria'La pérdida de piezas dentarias 

naturales tiene actualmente, una importancia fundamental y puede ser considerada un 

acontecimiento grave en la vida de nuestros pacientes. Puede llevar a alteraciones que afectan 

funciones como la masticación, la ingestión de alimentos y la forma de hablar, en detrimento de 

la calidad de vida de los pacientes.

Las periodontitis son enfermedades de alta prevalencia y se encuentran ampliamente distribuidas 

en el mundo. En Estados Unidos la prevalencia alcanza el 47,2% Eke y cols. (2012) 25 en Brasil 

la prevalencia es de 9% en jóvenes, 10% en adultos y 19% en adultos mayores y en Argentina es 

de 5%, 30% y 49%, respectivamente Gjermo y cols. (2002)26, y en Chile la pérdida severa de 

inserción clínica es de 39% en adultos jóvenes entre 35-44 y 69%en adultos mayores entre 65-74 

años Gamonal y cols. (2010)27.

La Academia Americana de Periodotología (AAP) en 1999, convocó al Taller Internacional para 

la Clasificación de Enfermedades y Condiciones Periodontales. Según 

clasificación de la AAP “ ...es enciclopédica.”. Es muy completa, detallada y 

no se presta para el uso en su totalidad a diario por los profesionales” ...

Esta clasificación se simplificó según lo que se expresa a continuación:

I. Enfermedades gingivales

II. Periodontitis crónicas

III. Periodontitis agresivas

IV. Periodontitis como manifestaciones de enfermedades sistémicas

V. Enfermedad periodontal necrotizante

VI. Abscesos del periodonto

VII. Lesiones endodóntico-periodontales

VIII. Deformidades y condiciones de desarrollo o adquiridas

Desde el taller de 1999, ha surgido información sustancial a partir de estudios de población, 

investigaciones de ciencias básicas y estudios prospectivos que evaluaron factores de riesgo 

ambientales y sistémicos involucrados en las afecciones periodontales. La El análisis de esta 

evidencia ha llevado a Academia Americana de Periodontología (AAP) y la Federación Europea 

de Periodontología (EFP) en el Taller Mundial de 2017 realizado en Chicago a desarrollar un 

nuevo marco de clasificación para la Periodontitis28 En este nuevo Taller se acordó que de 

acuerdo con los conocimientos actuales, se pueden identificar tres formas de Periodontitis:

Armitage 23, esta 

compleja, y tal vez
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Periodontitis necrotizante33 ,Periodontitis como una manifestación de Enfermedad Sistémica 30y 

las formas de la enfermedad previamente reconocidas como "Crónicas" o "Agresivas", ahora 

agrupados en una sola categoría, "Periodontitis". 28 29.30.31.32.33 34 Al revisar la clasificación, el taller 

acordó un marco de clasificación para la periodontitis caracterizado por un sistema de 

clasificación multidimensional que podría adaptarse con el tiempo a medida que surgen nuevas

pruebas34

I.V. La Periodontitis Crónica:

La Periodontitis crónica (Pc) es la más frecuente, se caracteriza clínicamente por alteraciones 

sucesivas en el color, textura y volumen de la encía marginal, sangrado y disminución de la 

resistencia al sondaje de los tejidos blandos de la bolsa gingival, pérdida del nivel de inserción 

durante el sondeo, retracción del margen gingival, pérdida de hueso alveolar, exposición de 

furcación radicular, aumento de movilidad dentaria y finalmente pérdida de la pieza 

dentaria22.Esta patología, es prevalente en adultos a partir de los 35 años, si bien puede afectar 

también a niños, su evolución es lenta a moderada, y está relacionada con la presencia de 

biopelícula dental y cálculo.

Entre los factores locales que predisponen a sufrir la lesión, se destacan la acumulación de placa 

por falta de higiene, factores sistémicos como diabetes mellitus, enfermedades oncológicas, 

síndrome de inmunodeficiencia adquirida (S.I.D.A), y otros factores predisponentes locales tales 

como el hábito de fumar y el estrés. Su principal etiología se relaciona con el biofilm subgingival 

que alberga una gran variedad de microorganismos, la composición microbiana varía entre 

individuos y, a su vez, entre sitios de un mismo individuo. El biofilm ocasiona gingivitis que, no 

en todos los casos, evoluciona a periodontitis y la progresión hacia esta enfermedad dependerá de 

la susceptibilidad del huésped. La velocidad de avance de la lesión es lenta, incluso, aunque se 

inicie en la adolescencia los cambios se notan en la cuarta década de la vida. Ese avance no es 

igual en todos los sitios, en algunos es estático durante largos periodos, y en otros lo hace con 

rapidez tal como en los sitios interproximales, coincidiendo con una mayor formación de 

biopelícula y deficiente higiene.

... “La periodontitis crónica es una enfermedad específica de sitios”27 ..., ya que la inflamación, 

formación de bolsas, pérdida de inserción clínica y hueso, están directamente relacionados con la 

acumulación de biopelícula subgingival en determinados sitios. Estos cambios ocurren en una 

sola superficie dentaria mientras que el resto de las superficies mantienen su nivel de inserción.
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Cuando la lesión afecta a menos del 30 % de las piezas dentarias, toma el nombre de periodontitis 

localizada (PL), y cuando alcanza al 70 % o más de las piezas, recibe el nombre de generalizada23

La gravedad de la periodontitis crónica a nivel de los sitios se clasifica en leve, moderada y severa 

o grave; estos términos pueden aplicarse para referirse a la boca entera, a una parte de ella o al 

estado patológico de un solo diente. La inserción clínica de la encía, está dada por la inserción de 

un grupo de fibras colágenas del tejido conectivo de la encía que se insertan desde la encía al 

cemento radicular. El nivel de inserción clínica es una medida lineal; la inserción de la encía se 

da de manera constante a 1.07 mm (aproximadamente) coronal a la cresta ósea. Según el grado 

de pérdida de inserción clínica, las periodontitis se clasifican en leve: 1 - 2 mm, moderada: 3 - 4 

mm, avanzada o severa: más de 5 mm35.

I.VI. La Periodontitis Agresiva:

La Periodontitis agresiva (P.a.) aparece, generalmente, durante la pubertad. Se diferencia de la 

PC porque se presenta en molares e incisivos, con pérdida de la inserción interproximal, y no 

afecta más que a dos piezas cuando es localizada.

Un rasgo particular de esta forma de periodontitis es la falta de inflamación, aunque se presenten 

bolsas periodontales, la cantidad de biopelícula es mínima, su crecimiento avanza con rapidez y 

se acompaña de migración de los incisivos, movilidad de primeros molares, sensibilidad térmica 

y táctil, entre otros23.La forma generalizada, afecta a sujetos menores de 30 años y aún a personas 

mayores. En este caso, los huéspedes generan una respuesta inmune produciendo anticuerpos que 

atentan contra la viabilidad de los patógenos presentes y la pérdida de inserción no es exclusiva 

de los primeros molares ni incisivos. El avance de la lesión es episódico, tiene períodos de 

destrucción avanzada y períodos de estabilidad. Los factores de riesgo, inmunológicos, genéticos 

y ambientales, se asocian a microorganismos específicos, entre ellos la presencia de algunos 

microorganismos como A. a. quien se presenta con asidua frecuencia y en elevado número en la 

P.a. 36.

Mientras que la PC presenta una progresión lenta relacionada con factores locales, la P.a muestra 

una inflamación que aparece tempranamente y se caracteriza por una pérdida rápida de la 

inserción clínica y destrucción ósea37.

El sexo femenino es mayormente afectado por P.a., y cuando se presenta en adolescentes, éstos 

exhiben defectos primarios en la capacidad quimiotáctica y fagocítica de los neutrófilos 38 Tinoco
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y col. (1998)39, propusieron una prevalencia de Periodontitis Juvenil Localizada (PJL) en un rango 

de 0,1 a 1,0 % en países industrializados y un rango de 0,3 a 8,0 % en países del tercer mundo.

I.VII. D iagnóstico clínico de la Enferm edad periodontal:

El diagnóstico de enfermedad periodontal se logra a través del reconocimiento de distintos signos 

y síntomas en los tejidos periodontales, mediante los cuales se establece si hay enfermedad, se 

determina la clase de periodontitis, su severidad y distribución. A la inspección clínica, pueden 

acompañar estudios radiológicos, de anamnesis y de laboratorio 40 En primera instancia, se realiza 

una evaluación general del estado del paciente y luego se efectúa una revisión de la cavidad bucal. 

Se evalúa la higiene bucal con el registro del índice de O’Leary, los olores bucales, y el estado de 

los tejidos tanto duros como blandos. Se examina la movilidad de las piezas dentarias y se procede 

al examen del periodonto. Se explora la presencia de biofilm y cálculos, el estado gingival, y la 

presencia de bolsas periodontales, así como la potencial pérdida de inserción clínica.

En presencia de enfermedad, la encía se observa engrosada, de color rojo azulado, lisa y brillante, 

y puede aparecer hemorragia o supuración como respuesta a la palpación. La bolsa, es el ... “surco 

gingival profundizado” ... 41, en caso de profundización progresiva, se destruyen los tejidos de 

soporte, se produce movilidad dentaria y eventualmente podría perderse la pieza, refiriendo el 

paciente dolor localizado. Se reconoce una bolsa periodontal con el sondeo cuidadoso del surco 

gingival alrededor de la pieza dentaria. La profundidad de sondeo determina la profundidad de la 

bolsa, que es la distancia entre la base de la bolsa y el margen gingival. Generalmente cuando se 

produce hemorragia, ésta indica períodos de actividad o exacerbación en los que, por presencia 

de bacterias, se destruyen tejido conectivo y hueso41.

El diagnóstico clínico genera un conocimiento orientativo hacia el daño producido, pero es 

insuficiente para establecer esos periodos de actividad en los que la patología avanza con 

destrucción de los tejidos. Para ello es necesaria la información suministrada por el diagnóstico 

microbiológico, a fin de instaurar un tratamiento que conduzca a la cura del paciente, superando, 

como logro, el solo hecho de alcanzar la inactividad.

I.VII. M icroorganism os periodontopatógenos:
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Las especies bacterianas que forman la biopelícula periodontopatogena interactúan con los 

tejidos y las células del huésped causando la liberación de una amplia variedad de citocinas, 

quimiocinas y mediadores inflamatorios. Entre la variada ecología microbiana subgingival, 

algunas especies bacterianas se asocian al desarrollo y progreso de la enfermedad periodontal:

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella spp, Treponema 

denticola, Tannerella forsythensis 22,42.

I.VIII. Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis):

Es considerada uno de los agentes etiológicos más importantes en la periodontitis crónica. Esta 

bacteria posee factores de virulencia que causan la destrucción de los tejidos periodontales, ya sea 

directa o indirectamente mediante la modulación de la respuesta inflamatoria43. Posee un gran 

potencial para colonizar e invadir tejidos y es considerada una pieza clave en la transformación 

de la biopelícula dental benigna en una comunidad microbiana patógena al perturbar o trastornar 

la inmunidad del huésped y prosperar en condiciones disbioticas44,45. Favorece el desarrollo de 

una respuesta inflamatoria crónica y contribuye con los procesos de destrucción de tejido 

periodontal y hueso alveolar46. Es uno de los microorganismos patobionte1 mejor documentados 

y el conocimiento actual sobre su mecanismo de infección y factores de virulencia, afirman su 

papel como un componente clave en la periodontitis crónica 47.

P. gingivalis es una bacteria disbiótica, anaerobia estricta, gram negativa, miembro del 

microbioma oral humano, agente etiológico relevante en el desarrollo de las patologías en los 

tejidos periodontales y sus complicaciones48. Morfológicamente es un bacilo corto inmóvil, 

asacarolítico que produce colonias pigmentadas (marrón-negro) en medios de cultivo 

enriquecidos con sangre y suplementados con hemina y vitamina K. Tiene un requerimiento 

absoluto de hierro en su crecimiento. Anteriormente se llamaba Bacteroides gingivalis previo a 

su reclasificación como un nuevo género, Porphyromonas. El nombre Porphyromonas proviene 

de adjetivo griego porphyreos que significa púrpura y el sustantivo griego monas que significa 

unidad.

P. gingivalis es una especie genéticamente diversa con capacidad para intercambiar material 

genético extracromosómico con otras cepas por competencia natural y conjugación. Este 

patobionte es capaz de colonizar biopelículas ya establecidas en el surco gingival, pero a 

diferencia de sus vecinos comensales, P. gingivalis tiene la capacidad de emplear múltiples 

estrategias para vulnerar a largo plazo las defensas del huésped. Es un “patógeno clave", capaz 

de interrumpir la homeostasis huésped-microbiota por manipulación molecular de los
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mecanismos inmunológicos del huésped49,50. P. gingivalis puede beneficiar a toda la comunidad 

microbiana al interferir en la respuesta celular innata mediada por leucocitos polimorfonucleares 

y en forma simultánea sobre estimular la respuesta inflamatoria51,52,53.

Según un estudio25, en la microbiota de los niños y adolescentes sanos no se encuentra P. 

gingivalis, sin embargo, es un patógeno importante en la periodontitis crónica del adulto, se 

manifiesta como un microorganismo oportunista, encontrándose en una proporción de 40% a 

100% en pacientes con bolsas profundas 50.

I.IX. Teoría del Patógeno clave o Patobionte:

Actualmente se reconoce la importancia del microbioma humano en la salud y enfermedad del 

huésped. En su mayor parte los mecanismos por los cuales el microbioma media la enfermedad, 

o favorece la salud, siguen siendo poco conocidos. La hipótesis del "patógeno clave" sostiene que 

ciertos patógenos microbianos pueden orquestar enfermedades inflamatorias al transformar una 

microbiota benigna en una disbiótica54.

Se llama “disbiosis” a un desequilibro en la relación entre las bacterias que conforman una 

comunidad microbiana, o entre el microbioma y el huésped. Esta alteración puede manifestarse 

en cambios cualitativos o cuantitativos o en características individuales de las especies 

microbianas. La disbiosis siempre resulta perjudicial para el huésped. Eventualmente también 

puede ser el resultado de una desregulación de la respuesta inmune. 55

P. gingivalis ha desarrollado estrategias sofisticadas para evadir los componentes del sistema 

inmunitario del huésped, por ejemplo, receptores tipo Toll, en lugar de actuar directamente como 

una bacteria proinflamatoria 56,57. Los receptores tipo Toll (TLR) y el Sistema del complemento 

son componentes del sistema inmune innato que se activan rápidamente frente a una infección. 

La interrelación entre los factores del complemento y los TLR conocido como “crosstalk”, 

refuerza la actividad de la inmunidad innata o pueden disminuir la amplitud de la inflamación 

excesiva, a través de interacciones “sinérgicas” o “antagonistas”, respectivamente. Crosstalk 

pathways between Toll-like receptors and the complement George Hajishengallis and John D. 

Lambris

Sin embargo, este fenómeno de regulación entre el complemento y TLR es utilizado por ciertos 

patógena clave como P gingivalis como un medio para modificar la respuesta del hospedero de 

manera que favorezca la persistencia de los patógenos, inhibiendo por distintos mecanismos la 

producción de interleuquinas como IL-12 bioactiva. La inflamación persistente favorece la
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liberación de moléculas oxidativas y radicales libres y también un aumento del flujo de líquido 

crevicular gingival (GCF) que conduce a un incremento de moléculas como el grupo hemo y 

proteínas favoreciendo la instalación de una flora disbiotica en el surco gingival con un 

metabolismo fundamentalmente proteolítico.

La hipótesis de que este microorganismo es un “patógeno clave” fue apoyada por un estudio 

reciente52 que utilizó un modelo animal. En este estudio se demostró que aun a niveles de 

colonización muy bajos (<0.01% del recuento total de bacterias), P. gingivalis induce 

periodontitis acompañada de alteraciones significativas en el número y organización de las 

bacterias comensales orales52. Estas modificaciones en la microbiota ocurren poco después de la 

colonización por P. gingivalis y precede al inicio de la reabsorción ósea mediada por la 

inflamación, sugiriendo que la disbiosis es probablemente la causa de la enfermedad. La 

participación de la microbiota comensal en la patogenia de la enfermedad se demostró porque P. 

gingivalis fracasó en periodontitis en ratones libres de gérmenes, a pesar de su capacidad para 

colonizar este huésped.52

I.X. Factores de viru lencia de P. gingivalis:

Este microorganismo expresa una serie de factores de virulencia como endotoxinas, 

lipopolisacárido, hemaglutininas, fimbrias, capsula, proteínas cisteinproteasas, proteinasas no 

cisteinproteasas e inductores de metaloproteinasas de la matriz, enzimas del tipo de las tripsin- 

proteasas, colagenasa, gelatinasa, fosfolipasa A, fosfatasa alcalina, fosfatasa ácida, 

aminopeptidasas y hialuronidasas.58También presenta variación genotípica que ocasiona una 

variabilidad intra-especie con la potencialidad de inducir inflamación y destrucción periodontal.

Las fimbrias son responsables de la adhesión a las células del huésped. En conjunto con las 

gingipaínas, las fimbrias son las responsables de la hemaglutinación ocasionada por la P. 

gingivalis 59. Las fimbrias están codificadas por el gen fimA y le permiten la adhesión a células 

epiteliales y coagregación con otras bacterias.60

A través de los procesos de conjugación y competencia natural, P. gingivalis tiene la capacidad 

de intercambiar material genético cromosómico entre distintas cepas. Se demostró que el 

intercambio de los genes de fimA genera cambios fenotípicos que incluyen aumento en la 

cantidad de fimbrias sintetizadas aumentando su capacidad de adhesión, lo que eleva su 

patogenicidad49. Existen seis variantes de genes que codifican la unidad proteica de las fimbrias 

lo que da origen a 6 genotipos (I, Ib, II, III, IV y V)61. Se ha observado que la progresión de la 

periodontitis está estrechamente ligada a las cepas que poseen el fim  A tipo Ib, II y IV. Las cepas
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fim A  tipo I y V se detectan mayoritariamente en pacientes adultos sanos 62. Las cisteinproteasas 

le permiten degradar los componentes de la matriz extracelular63. El LPS es un componente de la 

pared celular de bacterias Gram negativas, constituido por el antígeno O y lípido A, siendo este 

último conocido como endotoxina, capaz de desencadenar la producción de mediadores 

inflamatorios. El lípido A puede comportares como agonista o como antagonista de la activación 

de los receptores Tipo Toll-4, alterando así el equilibrio de los mediadores de esta respuesta

inmunológica64.

El polisacárido capsular (PSC), que media la adherencia entre especies, interviene en la evasión 

del sistema inmune del hospedero y reduce la respuesta pro-inflamatoria. Las cepas que poseen 

capsula son más resistentes a la fagocitosis, estimulan débilmente la vía alterna del complemento 

y son invasivas mientras que las no capsuladas causan abscesos localizados. En función a la 

respuesta serológica inducida por la capsula de P. gingivalis se han descrito 6 serotipos capsulares 

(K) diferentes, denominados K1, K2, K3, K4, K5 y K6, recientemente se ha sugerido un séptimo 

serotipo (K7) por R. E. Schifferle a través de una comunicación personal 65. Existen evidencias 

de que el polisacárido capsular de P. gingivalis, serotipo K5 posibilita la coagregación entre P. 

gingivalis y Fusobacterium nucleatum66.

P. gingivalis es el único patógeno humano que expresa una enzima con actividad de amino- 

deiminasa (PAD), capaz de citrulinar proteínas humanas. Esta enzima es considerada un factor de 

virulencia ya que la citrulina, aminoácido no proteico, inhibe la actividad del C5a evitando de 

esta manera la lisis celular mediada por complemento67. Estudios recientes demuestran que la 

citrulinación bacteriana endógena es un fenómeno particular que ocurre solo en presencia de P. 

gingivalis y no en presencia de ninguna otra bacteria presente en la cavidad oral68

I.X I-Evasión del sistem a Inm une:

P. gingivalis tiene la capacidad de invadir una variedad de células del huésped, incluyendo 

queratinocitos orales y células epiteliales. Esta estrategia le confiere la capacidad de supervivencia 

y de protección de los mecanismos de defensa del huésped. Su persistencia en un sitio de 

infección, da como resultado inflamación crónica. Desarrolla un sofisticado programa de tácticas 

para evadir varios puntos de control del sistema inmune innato. Esta bacteria, es exquisitamente 

resistente a la destrucción por el estallido respiratorio 69y posee mecanismos de protección para 

superar el estrés oxidativo generado por la liberación o desgranulación de neutrófilos y la 

presencia de especies reactivas al oxígeno. Los neutrófilos deben recurrir a medios no oxidativos 

en un esfuerzo por controlar la infección por P. gingivalis.
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Las proteasas de P. gingivalis tienen una enorme capacidad virulenta ya que actúan sobre 

diferentes sustratos de la matriz extracelular como colágeno, elastina, fibrinógeno, ácido 

hialurónico70. Las serín y cisteín proteasas, las dos principales clases de proteasas, degradan 

caseína, gelatina, fibronectina, lisozima, colágeno tipo I, II, III y IV, factores del complemento 

C3, C4, C5, C5a, albúmina, hemopepsina, haptoglobina, transferrina, alfa-1-antitripsina, a lfa-2- 

antiplasmina, a lfa-2 - microglobulina y antitrombina y además degradan inmunoglobulinas del

hospedero 71

I.XII. R epercusión de P  gingivalis a nivel sistémico:

Por medio de diversos factores de virulencia estructurales y de secreción, P. gingivalis induce 

reacciones adversas con repercusión a nivel sistémico e incluso puede generar o exacerbar 

procesos inflamatorios crónicos afectando no solamente a la salud oral, sino también la salud 

general del huésped. Este microorganismo está implicado en enfermedades sistémicas, como la 

aterosclerosis, la neumonía por aspiración, parto prematuro y nacimientos de bajo peso, la artritis 

reumatoide, diabetes mellitus, entre otras72,73,74 Al ingresar al torrente circulatorio a través del 

epitelio inflamado de la bolsa periodontal, se convierte en un potente agente trombogénico porque 

induce adhesión y agregación plaquetaria por mimetismo de los sitios de unión al colágeno tipo I 

y III 75. P. gingivalis induce un aumento del fibrinógeno en el plasma y una elevación en el 

recuento de glóbulos blancos, en los niveles de proteína C reactiva y aumento de viscosidad de la 

sangre76,77. La proteína C reactiva es una molécula que interviene directamente en el proceso 

aterogénico, desde las fases tempranas de formación de las placas de ateroma hasta la fase final 

de complicación y trombosis7778

Algunos microorganismos de la cavidad oral podrían llegar a los pulmones por aspiración. Se han 

reportado casos de pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crónica y alteraciones 

periodontales, en las cuales se ha identificado la presencia de P. gingivalis 79.

Los lipopolisacáridos y endotoxinas son capaces de estimular la producción de citoquinas y una 

serie de mediadores pro-inflamatorios, PGE2 y FNT- alfa, que se convierten en un factor de riesgo 

para el nacimiento de niños con bajo peso y suponen un riesgo para la unidad feto-placentaria 79.

La teoría más fuerte que sostiene la relación entre P. gingivalis y artritis reumatoidea (AR), es el 

hecho que P. gingivalis expresa su propia y única enzima PPAD (Porphyromonas 

peptidylarginine deiminase) que no está relacionada genéticamente con las PAD eucarióticas. 

Esta enzima tiene actividad de “amino deaminasa” capaz de citrulinar proteínas humanas. La 

citrulinación es una modificación postraduccional que ocurre en organismos superiores y consiste
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en eliminación de argininas en proteínas y péptidos. Ocurre en procesos fisiológicos, pero también 

en patologías como esclerosis múltiples, fibrosis, enfermedad de Alzheimer y artritis reumatoide 

80. La reacción es catalizada por peptidilarginina-deiminasas (PAD), que se encuentran en los 

vertebrados, pero no en los organismos inferiores. Este proceso da origen a anticuerpos anti 

péptidos citrulinados (ACPA), los cuales son inmunoglobulinas altamente específicas para el 

diagnóstico de la AR y son marcadores en pronóstico y progresión de la enfermedad.74

En un estudio de Makiura et al 81, que tuvo como objetivo evaluar la relación entre la glucemia 

y la alteración del perfil microbiano subgingival después del tratamiento periodontal no 

quirúrgico en pacientes con Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2), se constató que las condiciones 

periodontales se mejoraron significativamente después del tratamiento y las tasas de ocurrencia 

de especies bacterianas periodontales, incluyendo Porphyromonas gingivalis, Tannerella 

forsythensis, Treponema denticola y Prevotella intermedia, también se redujeron. Aunque, P. 

gingivalis fue detectada con mayor frecuencia en individuos con valores aumentados de H bA lc 

después del tratamiento periodontal que en aquellos con valores reducidos de HbA lc, los 

resultados sugieren que el nivel glucémico en la DM se ve afectado por la persistencia 

particularmente de clones fimAII, después del tratamiento. Otro estudio, realizado con animales, 

después de la inoculación con P. gingivalis concluyó que esta bacteria puede llevar a niveles 

séricos elevados de TNF-a e IL-6, comprometiendo el control glucémico 82.

I.XII. Identificación de m icroorganism os periodonto patógenos:

En microbiología clínica, la identificación de los agentes patógenos es un requisito esencial para 

obtener un correcto diagnóstico y la aplicación posterior de un tratamiento adecuado. En la 

actualidad, la mayoría de las bacterias de interés clínico pueden identificarse fácilmente mediante 

técnicas microbiológicas convencionales, que consisten en cultivo, aislamiento y posterior 

identificación del agente mediante pruebas bioquímicas. Este proceso se basa fundamentalmente 

en las características fenotípicas. Sin embargo, existen situaciones en las cuales la identificación 

fenotípica resulta difícil, y lenta, como en el caso de microorganismos de cultivo fastidioso. En 

estas circunstancias, la identificación molecular basada en el análisis del gen que codifica el ARNr 

16S para células procariotas, puede resultar una ventaja tanto en tiempo como en precisión, 

llegando incluso a competir con otras técnicas rápidas y eficaces, como las inmunológicas.
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I.X IV -M étodos m oleculares:

Las técnicas de Biología Molecular se basan en la aplicación de métodos de análisis genético para 

la detección e identificación de patógenos. Mediante el análisis del material genético único DNA 

o ARN de los microorganismos, es posible distinguir e identificar cepas con base en las 

diferencias de sus genotipos. Las técnicas moleculares deben ser estandarizadas para que resulten 

reproducibles, rápidas y seguras. La principal ventaja de esta metodología es que no utiliza 

microorganismos vivos y son específicas y muy sensibles83

I.XV. A R N r 16S (rrs) gen diana para la identificación m olecular bacteriana:

Una amplia variedad de genes ha sido utilizada como dianas moleculares en los estudios 

taxonómicos o de filogenia en los distintos géneros y especies constituyendo el análisis ARNr 

16S el marcador inicial y en numerosas situaciones el marcador suficiente para realizar una 

identificación más precisa84. Sin embargo, en otras circunstancias, la alta homología genética 

presente en determinados géneros bacterianos o un reciente cambio en su asignación taxonómica, 

no permite realizar con el ARNr 16S una identificación a nivel de especie o de géneros. En estos 

casos, podemos recurrir a otros genes dianas para realizar asignación de especie.

El ARNr 16S es un polirribonucleótido, codificado por el gen rrs, también denominado ADN 

ribosomal 16S (ADNr 16S), a partir de su secuencia se puede obtener información filogenética y 

taxonómica. Como cualquier secuencia de nucleótidos de cadena sencilla, el ARNr 16S se pliega 

en una estructura secundaria, caracterizada por la presencia de segmentos de doble cadena, 

alternando con regiones de cadena sencilla85

Aunque existen cronómetros moleculares alternativos al ARNr 16S, hasta el momento ninguno 

ha conseguido desplazar su utilidad. De hecho, esta macromolécula presenta una serie de 

características, en base a las cuales fue considerado por W oese86 como cronómetro molecular 

definitivo: Es una molécula muy antigua, presente en todas las bacterias actuales, su estructura y 

función han permanecido constantes durante un tiempo muy prolongado, si existen cambios estos 

ocurren en forma muy lenta, es una molécula muy larga entonces minimiza las fluctuaciones 

estadísticas, la conservación en estructura secundaria puede servir de ayuda en las comparaciones, 

aportando una base para el alineamiento preciso y resulta relativamente fácil secuenciar por lo 

cual existen bases de datos amplias.
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I.XVI- R eacción en cadena de la Polim erasa (PCR):

Kary Mullís desarrolló este método de detección basándose en el análisis de ácidos nucleicos87 

En la actualidad, la PCR (Polimerase Chain Reaction) es la técnica de amplificación más sensible 

y la más satisfactoriamente utilizada en microbiología clínica, sobre todo, cuando se intenta 

identificar patógenos de crecimiento tedioso in- vitro, anaerobios estrictos, crecimiento lento, y 

exigencias nutricionales como P gingivalis
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II.OBJETIVOS E HIPOTESIS

II.I-Objetivos:

Objetivo general:

*Establecer la prevalencia de P. gingivalis en liquido gingival 

periodontitis crónica

de pacientes adultos con

O bjetivos específicos:

* Detectar la presencia de P. gingivalis con la técnica de PCR de punto final en muestras de 

líquido gingival de pacientes con periodontitis crónica.

* Evaluar la asociación entre P. gingivalis parámetros clínicos y la severidad de la enfermedad 

Periodontal

* Comparar la prevalencia de P. gingivalis en con periodontitis crónica y en pacientes 

periodontalmente sanos

II.II-Fundam entación:

El proceso de evolución biológica es constante y las bacterias no escapan a ello por lo que han 

realizado una adaptación a nuevas condiciones de vida. La entidad conocida como biopelícula es 

una respuesta biológica de los microrganismos a la evolución de su propio medio. La cavidad oral 

constituye un sistema de estructuras que posibilitan la colonización de múltiples especies 

microbianas. Estas colonizaciones bacterianas que dan inicio a las enfermedades gingivales y 

periodontales, se denominan biofilm o biopelícula bacteriana y adquiere el nombre de supra o 

subgingival, de acuerdo a su ubicación con respecto al borde libre de la encía.

La Enfermedad Periodontal (EP) es una infección mixta, prevalente en adultos, causada por 

bacterias periodontopatógenas que conforman el biofilm subgingival. La EP se caracteriza por
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inflamación crónica y destrucción progresiva del aparato de soporte dentario. El biofilm 

subgingival se forma por una sucesión de grupos bacterianos agrupados según Socransky15 de 

acuerdo al momento de aparición y afinidad. Los microorganismos Porphyromonas gingivalis, 

Tannerella forshytensis y Treponema dentícola, aparecen tardíamente cuando el nicho ecológico 

reúne los requisitos físicos y químicos para su desarrollo.

Porphyromonas gingivalis es un cocobacilo gramnegativo, anaerobio estricto, presenta factores 

de virulencia que le proveen un gran potencial para colonizar e invadir tejidos periodontales. 

Puede modular la respuesta inmune del huésped, desencadenar una respuesta inflamatoria crónica 

y colaborar con los procesos de destrucción de tejido periodontal y hueso alveolar. Este 

microorganismo evade al sistema inmune e interfiere en los mecanismos de la inmunidad innata. 

Altera el crecimiento y el desarrollo de toda la biopelícula, desencadenando un cambio destructivo 

en la interacción microbiana normalmente homeostática en el periodonto. La interacción entre las 

células del huésped y Porphyromonas gingivalis puede ser la crucial para la progresión de la 

enfermedad periodontal. Estas características permiten que se considere a esta bacteria como un 

“patógeno clave” en la periodontitis crónica. Porphyromonas gingivalis está implicada además 

en la exacerbación de procesos inflamatorios sistémicos crónicos y enfermedades sistémicas, 

como la aterosclerosis, la neumonía por aspiración, parto prematuro y nacimientos de bajo peso, 

la artritis reumatoide, diabetes mellitus, entre otras.

Tradicionalmente, la tipificación de los microorganismos periodontopatogenos se basó en 

métodos de cultivo a partir de su aislamiento, incluyendo la microscopía, criterios fenotípicos y 

bioquímicos. Sin embargo, estas pruebas son laboriosas y, a veces, proporcionan resultados 

conflictivos. Las técnicas moleculares, basadas en el análisis de ADN, se utilizan para identificar 

bacterias en forma directa a partir de muestras clínicas y eludir la necesidad de cultivo In Vitro.

La presencia de patógenos periodontales parece ser diferente en sujetos de diferente origen étnico 

y los factores geográficos también pueden influir en la distribución de estas especies. Las 

discrepancias encontradas en los estudios de prevalencia de distintas localidades geográficas se 

han explicado por diferencias étnicas y de hábitos y costumbres.

En nuestra región e igualmente en nuestro país, los datos científicos en referencia a la etiología y 

rol de las bacterias responsables de la enfermedad periodontal son escasos. Esta deficiencia puede 

basarse en la falta de registros clínicos y epidemiológicos adecuados, a lo cual se suman los 

hechos que la periodontitis sólo se diagnostica clínicamente, y no está instalada la cultura del 

estudio microbiológico. Por esta razón se propone como eje de este plan de trabajo la detección 

de Porphyromonas gingivalis, por PCR, en pacientes con enfermedad periodontal de la ciudad de 

Corrientes.

20



Bqca. Maria Rosenda Britos

n.nI-H ipótesis:

“En pacientes adultos con periodontitis crónica es posible detectar P. gingivalis en liquido 

crevicular”

“La presencia de P. gingivalis en pacientes adultos con periodontitis crónica se relaciona con la 

severidad de la enfermedad periodontal”
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III.MATERIAL Y METODO

III.I-T ipo de estudio:

Este es un estudio es de tipo descriptivo trasversal, que se llevó a cabo en el Laboratorio de 

Investigaciones Científicas de la Facultad de Odontología de la Universidad Nacional del 

Nordeste.

Consideraciones éticas:

El protocolo de este proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de 

Odontología de la Universidad Nacional del Nordeste de acuerdo a los principios de Helsinki88. 

Cada participante fue informado sobre su participación en el proyecto y firmó el Consentimiento 

informado aprobado por el Comité de Bioética de la Facultad de Odontología de la Universidad 

Nacional del Nordeste. Resolucion:245/16 C.D

IIIII-Población:

Participaron en este estudio 45 pacientes de ambos sexos sistémicamente saludables con edades 

entre 35 y 65 años que asistieron al Módulo de Patología y Diagnóstico III de la Facultad de 

Odontología de la Universidad Nacional del Nordeste.Todos los pacientes fueron diagnosticados 

clínicamente con periodontitis crónica de acuerdo con la American Association Periodontology 

(AAP), 1999 23.

Como grupo control, se incluyeron en el proyecto 20 pacientes de ambos sexos sin enfermedad 

periodontal y sin enfermedades sistémicas.

Los criterios de exclusión, para ambos grupos fueron: Embarazo, lactancia, presencia de diabetes 

u otra enfermedad sistémica que alterara el curso de la enfermedad periodontal, terapia 

periodontal en el último año y utilización de antimicrobianos en forma sistémica o tópica en los 

seis meses previos al examen clínico y a la toma de muestras microbiológicas.

In .III-Inspección  clínica:

En la ficha odontológica periodontal se registraron datos del Indice de O’Leary; para ello, se 

tiñeron las superficies dentarias con un revelador de placa, se observó la presencia de biofilm 

bacteriano en las caras vestibular, lingual, mesial y distal sólo en la unión dentogingival. Este
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índice, se obtiene hallando el porcentaje de superficies o segmentos con presencia de placa89. Las 

piezas dentarias inexistentes se tacharon de la respectiva ficha.

IP = N° total de superficies teñidas o con placa x 100 

N ° total de superficies presentes en la cavidad bucal

Para la toma de muestras, se consideró la clasificación de enfermedad periodontal según lo 

sugerido por Escudero-Castaño y col, 200815. Se valoraron dos de los parámetros más 

importantes: profundidad de sondaje y pérdida de inserción clínica, para clasificar a la 

periodontitis crónica. Los mismos mencionaron que a partir del World Workshop de 1999 se 

establecieron algunos parámetros para caracterizar la periodontitis de grado leve a moderada que 

se enuncian a continuación:

✓  la pérdida de inserción no debe superar un tercio de la longitud de la raíz,

✓  si el diente presentara lesión furcal, ésta no debe superar la clase I

✓  la profundidad de sondaje no debe ser mayor a 4 mm para lesiones leves, ni mayor a 6 

mm para las moderadas, es decir, las pérdidas de inserción no deben ser superiores a 4 

mm.

Para las lesiones severas o avanzadas las características a considerar son:

✓  una pérdida de inserción por encima de los 5 mm y superior a un tercio de la longitud 

radicular,

✓  la existencia de afectaciones furcales de grado II y/o III,

✓  profundidades de sondaje superiores a 6 mm.

De acuerdo con esta profundidad de bolsa, se clasificó a la periodontitis en leve (< 4 mm), 

moderada (5 - 6 mm) y severa (más 6 mm). Para medir la profundidad de sondaje se utilizó la 

sonda periodontal Sonda MM PC-15 COLOR-UNC (fig. 5).
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Para obtener la profundidad de sondaje se introdujo la sonda en el surco gingival del sitio 

seleccionado como se esquematiza en la (fig. 6).

Figura 6 Profundidad biológica de la bolsa (A). Profundidad de sondeo (B). 

Fuente: Itoiz y Carranza (2004).

En la (imagen 1) se presenta la maniobra ejecutada en el paciente para medir la profundidad de 

bolsa empleando la sonda periodontal mencionada.

Imagenl. Sondaje de bolsas periodontales con sonda periodontal. Fuente: autor

IlI.IV -O btención de las m uestras:

Selección y preparación de los sitios de m uestreo:
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En cada paciente, se seleccionaron dos sitios de muestreo, el de mayor profundidad de sondaje 

uno en la arcada superior y otro en la arcada inferior. La zona se aisló con algodón y se removió 

la placa supra gingival con torunda de algodón estéril.

Toma y transporte de muestras para PCR:

Se introdujeron puntas de papel absorbente en el surco gingival del sitio elegido durante 60 

segundos90, (imágenes 2,3). Se transportaron luego en tubos Eppendorf bajo refrigeración 

almacenándose a -20 °C hasta su procesamiento, (imagen 4).

Imagen 2 y 3. Selección del sitio para la toma de muestra. Colocación del cono de papel. Fuente: autor

Imagen 4. Tubo Eppendorf en que se transportaron las muestras. Fuente: autor
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III.V -Extracción de A D N  de las m uestras clínicas:

Se realizo la extracción de ADN utilizando el Método de Extracción con CTAB y posterior 

purificación con según el protocolo propuesto por Stewart et al. (1993)91 

Composición de la solución de homogenización:

Para un volumen final (vf) de 150 ml: 2% (p/v) CTAB, 1,4 M NaCl, 0,2 % (p/v) p- 

mercaptoetanol,20 Mm EDTA, 100 Mm Tris-HC l(pH:7,5)

A las puntas de papel con la muestra de líquido gingival, se les adicionaron una alícuota 500 pL 

de solución fisiológica (NaCl 0,85 %), con la finalidad de obtener la suspensión de células 

bacterianas, se homogeneizaron mediante vortex (5 segundos), se extrajeron los conos de papel 

se centrifugaron 4 minutos (min) a 12.000 rpm y se desecharon los sobrenadantes.

A cada una de estas suspensiones celulares, se adicionaron luego 500 pL de solución de 

homogenización y se incubaron en baño seco termostatizado (Bio Rad) durante 60 minutos a 60 

°C, (imagen 5).

Imagen 5. Incubación en baño seco 60 minutos a 60 °C. Fuente: autor

Para purificar y separar las proteínas se agregaron 500 pL de una mezcla de cloroformo-alcohol 

isoamílico (24:1), se agitó vigorosamente y se centrifugó 3 min a 12.000 rpm, generándose tres 

fases. De la mezcla anterior, se extrajo la fase acuosa colocándola en otro tubo Eppendorf, se 

adicionaron 500 pL de alcohol isopropílico frío, se agitó nuevamente y se centrifugó 10 min a 

13.000 rpm eliminando el sobrenadante. El pellet se resuspendió en alcohol etílico - agua (70:30),
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se homogeneizó y se centrifugó 5 minutos a 13.000 rpm. Se eliminó el sobrenadante y se dejó 

secar hasta la evaporación completa del alcohol y el ADN se suspendió en 20 pL de agua ultra 

pura.

IlI.V I-C uantificación y evaluación de pureza e integridad del AD N :

Para evaluar la cantidad y calidad del ADN obtenido se utilizó el fotómetro UV Ampli-Quat, AQ- 

07 Nucleic Acid (imágenes 6 ,7), se midió la absorbancia a 260 nm (A260) y 280 nm (A280) para 

obtener el índice de pureza. Utilizando la siguiente fórmula se calculó la concentración de ADN:

[ADN]= A260 nm x D x 50 gg/ml

D= factor de dilución

El índice de pureza se calculó dividiendo la absorbancia a 260 nm entre la absorbancia a 280 nm. 

Un índice entre 1,7 y 1,9 está indicando una eliminación muy buena de proteínas y otros 

contaminantes.

Imagen 6 y 7. Medición de la cantidad y calidad de ADN por espectrofotometría. Fuente: autor
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IlI.V II-C ontrol Positivo:

Como control positivo de P. gingivalis, se utilizó la cepa de American Type Culture Collection 

(ATCC), Porphyromonas gingivalis ATCC 33277(Fig.10) La cepa se propago en medio agar base 

Columbia (Britania, Argentina); se enriquecido con sangre ovina al 5%, suplementado con 

hemina 5 mg/ml y Vitamina K 1 mg/ml (Sigma). Las placas se incubaron a 37° C en jarra de 

anaerobiosis estricta con sobres generadores (Anaero Pack, MGC, Japan) por 7 días a 37°C 

(imágenes 8-10)

Imagen 8 y 9. Cepa de American Type Culture Collection (ATCC), Porphyromonas gingivalis ATCC

33277 Fuente autor

Imagen 10. Siembra en jarra de anaerobiosis estricta de la cepa de Porphyromonas gingivalis en 

superficie en agar -sangre, en cabina de flujo laminar. Fuente: autor
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Extracción A D N  de la cepa control:

Para la extracción de ADN, se tomó una alícuota de 100pl de una suspensión celular al 0,5 en la 

escala de Mc Farland de las colonias obtenidas correspondiente a 1,5x108 células bacterianas/ml 

en suspensión ((Lennette et al., 1980; Li et al., 1993) 92,93, y se resuspendió en 500 pl de solución 

fisiológica, luego se homogeneizó en vortex durante 20 segundos. Se centrifugó 4 min, 12.000 

rpm, se desechó el sobrenadante y se recuperó el pellet celular para la extracción del material 

genético. El ADN se extrajo empleando el protocolo que emplea Bromuro de cetil trimetilamonio 

(CTAB) de acuerdo con lo sugerido por Stewart et al. (1993)91 y, posteriormente, se purificó con 

cloroformo-alcohol isoamílico. El ADN extraído fue almacenado en 20 pL de agua ultra pura a - 

20 °C.

V isualización de la integridad del ADN:

Se comprobó la integridad del ADN extraído en una electroforesis en gel de agarosa al 1%, con 

solución amortiguadora 1% en buffer TBE1X de Tris-borato-EDTA teñida con GelGreen® 3X. 

La corrida de los ácidos nucleicos se realizó a 120 V durante 15 min. Para visualizar el ADN se 

utilizó un Fotodocumentador (MaestroGen, Taiwan) y los resultados se fotografiaron con una 

cámara digital 3700 (Nikon, Japón) para su posterior interpretación. La integridad del ADN 

extraído se determinó por apreciación visual.

III.VIII- D iseño y optim ización de la técnica de PCR:

Selección de iniciadores: Se utilizaron iniciadores específicos para el gen que codifica una región 

conservada del ARNr 16S o ADN 16S (gen-housekeeping) en Porphyromonas gingivalis. La 

especificidad de los iniciadores se ensayó empleando material genético extraído de la cepa 

ATCC® de Porphyromonas gingivalis 33277™ y material genómico extraído de la cepa SARM 

(Staphylococcus aureus resistente a meticilina). La estrategia del ensayo se diseñó en forma 

simple y económica. Se utilizaron los cebadores descriptos en el protocolo de PCR de acuerdo 

con Quintero y col (2011)91 cuya banda se visualiza a 197 pares de bases (pb). Las secuencias de 

cebadores utilizadas fueron:

Pg-1 F 5-TGTAGATGACTGAAAACC-3’

Pg-2 R 5’ -ACGTCATCCCCACCTTCCTC-3'
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O ptim ización de la concentración de M g C h  y tem peratura de alineam iento:

Para determinar la concentración de MgCE y la temperatura de alineamiento óptimas, se realizó 

el procedimiento con diferentes concentraciones de MgCE 1 mM, 1,5 mM y 2.0 mM y cada una 

con dos temperaturas de alineamiento: 60°C y 55°C.

Especificidad de los prim ers:

Para comprobar la especificidad de los primers se ensayó la PCR utilizando ADN obtenido de la 

cepa ATCC® de Porphyromonas gingivalis 33277™ y ADN de Staphylococcus aureus SARM 

(Staphylococcus aureus resistente a meticilina)

V aloración de la sensibilidad:

Para determinar el límite de detección de la técnica se preparó una suspensión bacteriana al 0,5 

de Mc Farland que corresponde a 1,5x108 células bacterianas/ml ,del cultivo de la cepa ATCC® 

de Porphyromonas gingivalis 33277™ A partir de esta suspension se prepararon diluciones en 

agua ultra-pura 1,5x 106, 1,5x104,1,5x102 según (Amano et al 1999)94 y se midieron por 

espectrofotometría UV (Ampli-Quat, AQ-07 Nucleic Acid) las concentraciones de ADN y el 

índice de pureza de material genómico obtenido para cada concentración. Se realizaron cada una 

de las mediciones por triplicado. Se corrio luego la electroforesis en gel de agarosa 1,8 % en 

buffer TBE1X más 3 pL de Gel Green 10,000X (Biotium, USA), en una cuba horizontal Sub 

Cell® GT (Biorad, China) y usando TBE 1X (Trisma base, ácido bórico, EDTA, pH 8) como 

buffer de corrida; se aplicaron 120 voltios durante 30 min Como marcador de Peso Molecular se 

utilizó 5 pl de CienMarker, (Biodynamics, Argentina). Las bandas se visualizaron en un 

fotodocumentador (MaestroGen, Taiwan)

IlI.IX -Preparación de la m ezcla de reacción:

La reacción se realizó con un volumen final de mezcla de reacción de 20 pl. Las concentraciones 

finales en la mezcla de reacción fueron: 1X buffer de PCR, 2 mM de MgCE, 0,25 mM de cada 

dNTP (Biodynamics, Argentina) 1 pM de cada primer y 2 UI Taq DNA polimerasa (Promega, 

Argentina).
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H 2O .................................... ( 8pL),

Buffer de PCR 1X....... (4 pL),

MgCl2 2m M ,................. (2pL)

dNTP 0,25 m M ............. (1,5 pL)

Pg1 1pM.............................. (1,0 pL)

Pg2 1 pM ............................. (1,0pL)

2 UI Taq polimerasa ... (0,5 pL.)

Templado .........................(2pL)

Program a de term ociclado:

La secuencia de ciclado (termociclador Bio-Rad, China) consistió en 1 ciclo de desnaturalización 

durante 5 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 30 seg, unión del cebador a 55 °C 

durante 30 seg, extensión a 72 °C durante 45 seg con extensión final a 72 °C durante 10 min e 

incubación adicional a 4 °C.

III.X -Electroforesis en gel de agarosa:

Los productos PCR se separaron por electroforesis en un gel de agarosa 1,8 % en buffer TBE1X 

más 3 pL de Gel Green 10,000X (Biotium, USA), diluido 3X en agua destilada-deionizada. Se 

sembraron 8 pL en cada pocillo más 1 pL de buffer de carga (60% glicerol, 0,05% azul 

bromofenol). Como marcador de Peso Molecular se utilizó 5 pl de CienMarker, (Biodynamics, 

Argentina). En una cuba horizontal Sub Cell® GT (Biorad, China) y usando TBE 1X (Trisma 

base, ácido bórico, EDTA, pH 8) como buffer de corrida; se aplicaron 120 voltios durante 30 min, 

imagen 11. Las bandas se visualizaron en un foto documentador (MaestroGen, Taiwan).
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Imagen 11 : Cuba de Electroforesis en gel de agarosa. Fuente: autor

IlI.XI-Control interno de la PCR:

Presencia de ADN bacteriano: Para comprobar la presencia de ADN bacteriano en las muestras 

de fluido gingival, se realizó una PCR de ARNr16S (procariotas). Para ello se utilizó los 

cebadores BAK4 y BAK11, empleados universalmente para la detección de ARN ribosomal 16S 

en procariotas.

Como mezcla de reacción de PCR se empleó: H2O, Buffer Green 1X, MgCl 2 25 mM, dNTPs 

25 mM/dNTP (Biodynamics), cebador BAK 4 y BAK 11 (10 pM cada uno) y Taq polimerasa 

2U/pL (Promega) en un volumen final de 25 pL. Como control positivo se utilizó un amplicón 

perteneciente a SARM (Staphilococcus aureus meticilina resistente) de 1529pb. Como marcador 

de peso molecular se utilizó un marcador visual standard llamado pGEM DNA marker y así poder 

detectar diferentes fragmentos de ADN cuyos tamaños alélicos fueron de 2645-1605-1198-676

517-460-396-350-222 pares de bases. Las bandas se visualizaron en gel de agarosa al 1% más 3 

pL de Gel Green 10,000X con gel Green (Biotium) diluido 3X en agua destilada-deionizada. Las 

muestras clínicas que mostraron bandas detectables para el fragmento 1529 pb fueron incluidas 

en el estudio.

III.X II-A nálisis estadístico:

InfoStat versión 2014. Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Córdoba, Argentina95
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IV . R E S U L T A D O S

IV .I -Población:

Participaron en el trabajo 45 pacientes sistèmicamente saludables, de ambos sexos, de raza blanca, 

con diagnóstico clínico de periodontitis crónica. Todos los pacientes firmaron el consentimiento 

informado aprobado por el Comité de Ética de la Facultad de Odontología, Universidad Nacional 

del Nordeste. La edad promedio de los pacientes evaluados fue de 40 ± 8,87 años y la distribución 

poblacional según el sexo se muestra en la (fig. 7).

Fig 7:Distribucion poblacional segun el 
sexo.Corrientes Argentina 2019

■  Masculino ■ Femenino

Como grupo control se incluyeron veinte sujetos, pertenecientes a ambos sexos, con edades 

comprendidas entre 35 y 65 años, de la misma raza, sin enfermedad periodontal y sin 

manifestaciones sistémicas de algún orden. El promedio de edad fue de 42± 9,57 años.

IV .II-Inspección clínica:

El Índice de O’Leary, que mide la presencia de placa dental, arrojó un promedio de 39,42 % en 

el sexo femenino y 41,90 % en el masculino.
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La profundidad de sondaje, se midió en milímetros (mm) con sonda periodontal Sonda MM PC- 

15 Color-UNC,lo que permitió clasificar a la enfermedad periodontal crónica en leve, m oderada 

y severa según Escudero-Castaño16. La distribución de frecuencias del grado de periodontitis en 

los pacientes evaluados, se presenta en la tabla 1.

Tabla 1. Distribución de periodontitis de acuerdo con la profundidad de sondaje.Corrientes,

Argentina.2019

Frecuencia C lasificación

(%) N °de pacientes

Leve 13,3 6

M oderada 46,7 21

Severa 40 18

La severidad de la periodontitis según la profundidad de sondaje, se distribuyó de acuerdo a lo 

que se muestra en la (fig. 8).

Se observó mayor frecuencia de periodontitis severa (72,2%) y moderada (53,2%) en pacientes 

de sexo masculino. La periodontitis leve se registró con mayor frecuencia en el sexo femenino 

(66,7%).
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La severidad de la periodontitis según el sexo, se distribuyó de acuerdo con lo que se muestra 

en la (fig. 9).

Figura 9: Frecuencia  de d istribu ció n  de  la grave d ad  de  

p e rio d o n titis  según el se x o .C o rrie n te s,A g e n tin a .2 0 1 9

15

10

severa m o d e rad a leve

■  M acu lin o  ■  Fe m e n in o

5

0

IV .III- R eactivacion de la Cepa A TCC 33277 de Porphyrom onagingivalis  :

Para la reactivación se utilizó medio de cultivo Brucella agar (Britania, Argentina) enriquecido 

con sangre ovina (Britania, Argentina), vitamina K y hemina en jarra de anaerobiosis. A los siete 

días se observo un crecimiento de colonias pigmentadas de color negro, convexas y brillantes ( 

imagen 12).

Imagen 12.Colonias negro pigmentadas en Agar-sangre. Fuente: autor
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Se obtuvo una concentración promedio por espectrofotometría U.V de 1,55x103 ng/ul de DNA 

genómico a partir de una suspensión bacteriana de 1,5 x 108 células bacterianas/ml de las colonias 

obtenidas de la cepa ATCC. Se calculó el índice de pureza que arrojó un promedio de 1,75 

relación de (OD260/OD280) en espectrofotómetro UV. Cada una de las mediciones se realizó por 

triplicado.

Integridad del material genetico: Se comprobó la integridad del ADN extraído en una 

electroforesis en gel de agarosa al 1%, con solución amortiguadora 1% en buffer TBE1X de Tris- 

borato-EDTA teñida con GelGreen® 3X visualizado en fotodocumentador (Maestro Gen, China) 

obteniéndose el siguiente patrón de bandas de ADN genómico (imagen 13).

Imagen 13. Electroforesis del material genómico obtenido en gel de agarosa al 1%.Fuente: autor

IV. IV -D iseño y optim ización de la tecnica de PCR:

Especificidad de los Primers: La especificidad de los iniciadores se ensayó empleando material 

genético extraído de la cepa ATCC de Porphyromonas gingivalis 33277 y material genético de la 

cepa SARM. Se obtuvo banda de amplificación a la altura de 197 pares de bases (pb) utilizando 

los cebadores descriptos en el protocolo de PCR de acuerdo con Quintero y col (2011)92 para la 

cepa ATCC de P.gingivalis, no visualizándose bandas para la cepa SARM, como se puede 

observar en (imagen 14).
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Imagen 14. Perfil electroforético de amplicones PCR especie específica para P.gingivalis en gel de agarosa 

(1,8 %). visualizado en fotodocumentador (MaestroGen, China). Calle 1: control negativo (H2O destilada). 

Calles 2 y 3: Banda coincidentes con fragmentos de 197pb pertenecientes a la Cepa ATCC 33277 de 

P.gingivalis. Calles 4, 5 y 6. Banda de amplificacion no detectables cepa SARM. Calle 7: Marcador de peso 

molecular.Fuente autor

Optimización de la concentración de MgCL, temperatura de alineamiento y límite de deteccion 

de la prueba: Los mejores resultados se obtuvieron con una concentración de 2 mM de MgCL a 

una temperatura de annealing de 55°C y 150 ng/ ul de material genómico como templado. La 

reacción se realizó con un volumen final de mezcla de reacción de 20 p l  Las concentraciones 

finales en la mezcla de reacción fueron: 1X buffer 0,25 mM de cada dNTP (Biodynamics, 

Argentina) 1 pM de cada primer y 2 UI Taq DNA polimerasa (Promega, Argentina). La secuencia 

de ciclado: 1 ciclo de desnaturalización durante 5 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos a 94 °C 

durante 30 seg, unión del cebador a 55 °C durante 30 seg, extensión a 72 °C durante 45 seg con 

extensión final a 72 °C durante 10 min e incubación adicional a 4 °C. Los resultados se 

visualizaron en gel de agarosa (imagen 15).

IV .V -PC R  especie específica para P.gingivalis-.

En este trabajo, se implemento la metodología de PCR en las condiciones estandarizadas y 

optimizadas para la detección de P.gingivalis en muestras de líquido crevicular obtenido con 

conos de papel abosrbente91 del surco gingival de pacientes con periodontitis cronica, 

obteniéndose el siguiente perfil de bandas de am plificación (im agenes 16 y 17).
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Imagen 15. Perfil electroforético de amplicones PCR especie específica para P.gingivalis: Calle 1: 50 ng/ 

pL de templado; calle 2 y 3 : 100 ng/ pL de templado; calles 4 y 5: 150 ng/ pL de templado; calle 6: 

control negativo (H2O destilada). Fuente: autor

Imagen 16. Perfil electroforético de amplicones PCR especie específica para P.gingivalis en gel de agarosa 

(1,8 %), visualizado en transiluminador UV (Biorad, E.E.U.U.). C- : control negativo (H2O destilada), C+ 

: control positivo cepa ATCC 33277, Mpm : Marcador de peso molecular. Calle 1: muestra clínica 

P.gingivalis no detectable, calles 2, 3, 4, 5: muestras clínicas de pacientes con fragmentos de 

amplificación de 197pb pertenecientes a P.gingivalis. Fuente: autor
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197pb

Imagen 17. Perfil electroforético de amplicones PCR especie específica para P.gingivalis en gel de agarosa 

(1,8 %) visualizado en fotodocumentador. C- : control negativo (H2O destilada), C+ : control positivo cepa 

ATCC 33277, Mpm : Marcador de peso molecular. Calles 1-10: pacientes con fragmentos de 

amplificacion de 197pb pertenecientes a P.gingivalis. Fuente: autor

La prevalencia de P.gingivalis en la población estudiada fue del 44,4%.

F ig  1 0 : P r e v a le n c ia  d e  P.gingivalis  en  

p a c ie n t e s  c o n  P e r io d o n t it is  

c r o n ic a .C o r r ie n t e s ,  A r g e n t in a  2 0 1 9

■  P O S IT IV O  ■  N E G A T IV O
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Se obtuvo mayor prevalencia de P. gingivalis en periodontitis severas. La distribución de 

prevalencia del microorganismo según los parámetros clínicos y la severidad de la enfermedad 

periodontal se muestra en (fig.11).

F ig :1 1. D is tr ib u c io n  d e  lo s  re s u lta d o s  p o s it iv o s  s e g u n  la 
se v e r id a d  d e  la p erio d o n tit is . C o rr ie n te s ,A rg e n t in a  2019

0% 20% 40% 60% 80% 100%
■  positivo ■  negativo

En este trabajo se incluyeron 20 pacientes sin periodontitis sistémicamente sanos como grupo 

control. Utilizando la metodología de PCR se detectó la presencia de P.gingivalis en 3 de los 20 

pacientes estudiados (fig.12).

Fig 12: Prevalencia de P. gingivalis en pacientes 
periodontalmente sanos del grupo 
control.Corrientes, Argentina 2019

■  p o s it iv o  ■  n e g a t iv o
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En la (fig.13) se muestra la frecuencia de P. gingivalis en las dos poblaciones estudiadas.

Fig13: D istribu cio n  de P. gingivalis en p a cie n te s con  
p e rio d o n titis  y  sin p e rio d o n titis  . C o rrien tes, A rg e n tin a .2 0 1 9

100%

80%

60%

40%

20%

0%
pacientes con pacientes sin
periodontitis periodontitis

■  PCR positivo ■  PCR negativo

Las muestras que resultaron negativas para detección de P. gingivalis , se sometieron a la reacción 

de PCR empleando ARNr 16S. El objetivo fue detectar la presencia de ADN bacteriano y 

comprobar que la ausencia de bandas en el gel resultante de la reacción, no correspondía a la 

presencia de inhibidores o ausencia de ADN bacteriano en la muestras clínicas (imagen 18).

Imagen 18. Perfil electroforético en gel de agarosa (1 %). Calles 2, 3, 6,7,8,9 y 11 muestras clínicas en 

las cuales fue detectable el ADN bacteriano. Calles 1, 4, 5, 10 y 12 muestras en las que no se detectó ADN 

bacteriano. MPm: marcador de peso molecular pGEM (pGEM DNA marcador). Calle 13: control positivo 

(SARM, 1529pb), calle 14: control negativo. Fuente: autor

41



Bqca. Maria Rosenda Britos

IV V I-A nalisis estadístico:

Para el análisis estadístico se utilizó el programa InfoStat versión 2014, Grupo InfoStat, FCA, 

Universidad Nacional de Córdoba, Argentina96.

Para evaluar la relación entre las variables frecuencia de detección de P.gingivalis y los diferentes 

grados de severidad se aplicó la prueba Chi Cuadrado. Se obtuvieron diferencias estadísticamente 

significativas entre el grado de severidad de la periodontitis y la presencia de P.gingivalis 

(Coeficiente de Chi Cuadrado Pearson ) p < 0,05 (p = 0.0002 a  = 5 %).Tabla 3

Tabla 3: Tabla de contingencia

PC R Leve m oderada severa total
negativo 6 16 3 25
positivo 0 5 15 20

total 6 21 18 45

Estadístico V alor gl p
Chi Cuadrado Pearson 19.45 3 0.0002
Chi Cuadrado M V -G 2 22.55 3 0.0001
C oef.C onting.C ram er 0.46
Coef.Conting.Pearson 0.55 --

En los resultados correspondientes al grupo total de pacientes analizados 45 con diagnóstico de 

periodontitis crónica y 20 pacientes periodontalmente sanos se aplicó la prueba Chi Cuadrado 

para evaluar si la frecuencia de detección de P.gingivalis, se relacionaba con el estado de salud 

periodontal. Se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas (Coeficiente de Chi 

Cuadrado Pearson) p < 0,05 (p = 0.0219,a = 5 %).Tabla 4
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Tabla 4: Tabla de contingencia

Colum na Periodontitis Sanos total

negativo 25 17 42
positivo 20 3 23
Total 45 20 65

Estadístico V alor gl p
Chi Cuadrado Pearson 5,25 1 0,0219

Chi Cuadrado M V -G 2
5,74 1

0,0166

Irw in-Fisher bilateral
-0.27

0.0263

C oef.C onting.C ram er
0.20

K appa (Cohen) -0.28

Coef.Conting.Pearson
0.27
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V .D ISC U SIÓ N :

V .I-Población:

Las enfermedades periodontales como gingivitis y periodontitis, constituyen un problema de 

salud pública debido a su alta prevalencia, su impacto en la calidad de vida y los altos costos que 

implica su tratamiento96.Tanto la prevalencia como la gravedad de la enfermedad periodontal 

aumentan con la edad97.

La periodontitis crónica, tiene su mayor expresión en la edad adulta, desde los 35 años en adelante 

y también puede presentarse en individuos más jóvenes, afectando tanto a hombres como mujeres. 

A mayor edad la extensión y severidad de la pérdida de inserción aumenta, llevando en muchos 

casos a la pérdida de la pieza dentaria98,99,100,101

Se estudiaron en este trabajo individuos con edades comprendidas entre 35 y 65 años, hallazgos 

que coinciden con Bottello y col102 quien menciona que la mayor frecuencia de la enfermedad se 

encuentra en el rango de edad de 30-90 años y hallaron un mayor porcentaje en el género femenino 

que en el masculino, que difiere en nuestro caso ya que la mayor prevalencia se dio en el sexo 

masculino.

Aunque un estudio realizado en Estados Unidos durante los años 1988-2000 ha concluido que el 

género por sí solo, no tiene contribuciones sustanciales a las variaciones en la prevalencia y 

severidad de la periodontitis crónica 103. En este estudio se encontraron diferencias en cuanto a la 

severidad y la frecuencia de la enfermedad según el género. El sexo masculino presentó mayor 

severidad y frecuencia de periodontitis que el sexo femenino. Se observó mayor frecuencia de 

periodontitis severa 72,2% y moderada 52,3% en pacientes de sexo masculino. En la periodontitis 

leve se registró mayor frecuencia en el sexo femenino 66,7%. Bansal y col104 y García-Conde y 

col105, observaron mayor severidad de la enfermedad periodontal en hombres que en mujeres, 

resultados similares hallaron Sekhon y col106y reportaron mayor prevalencia de la gravedad de la 

enfermedad periodontal entre los hombres, esta diferencia podría atribuirse a la existencia de 

hábitos de higiene oral deficiente en comparación con las mujeres.

Autores como Ruggieri A. y col 107 sostienen que existe influencia de las hormonas en la 

respuesta inmunológica, y por lo tanto una diferencia en la inmunocompetencia entre hombres y 

mujeres, en respuesta a un estatus hormonal, genético y biológico. Mientras que otros autores
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como Aljehani108 sostienen que esta diferencia podría asociarse a la minuciosidad en la higiene 

oral que tienen las mujeres debido a su motricidad fina, lo que las ayudaría a no retener una mayor 

cantidad de placa bacteriana, como en el caso de los hombres.

V .II-Inspección clínica

En este estudio se clasificó a la periodontitis según la profundidad de bolsa, hallándose una 

distribución en la que, la periodontits moderada alcanzó el 46,7 % y fue la más prevalente. Sin 

embargo, Serrano y col109 hallaron una prevalencia de 63.0% de periodontitis severa, un 26% para 

la periodontitis moderada y solamente un 11% de periodontitis leve en una población de adultos 

mayores, mientras Ramírez y col 110 encontraron una frecuencia del 43,2% de periodontitis severa 

en una población pacientes mayores de 35 años

Gjermo y cols26 reportaron una prevalencia de 49% de periodontitis crónica en pacientes adultos 

en Argentina, mientras que Gamonal y cols27en Chile encontraron pérdida severa de inserción 

clínica de 39% en adultos jóvenes entre 35-44 años y 69%en adultos mayores entre 65-74 años.

La última encuesta de Salud Bucal111 realizada en España, evidenció que sólo el 14,8 % de los 

adultos poseían las encías sanas, el 59,8 % tendría gingivitis, y el 25,4 % periodontitis. En 

personas de 65-74 años, sólo el 10,3 % presentaban encías sanas, el resto tendría algún tipo de 

enfermedad periodontal. En Colombia en un estudio retrospectivo transversal encontraron un 12,8 

% de hombres y 10,2 % de mujeres presentaron con bolsas periodontales >6mm112

En este trabajo, el mayor porcentaje correspondió a periodontitis moderadas, el 46,7 % de los 

pacientes estudiados, probablemente debido a la edad promedio de los pacientes, ya que en los 

pacientes con edades más avanzadas se observó mayor pérdida de inserción clínica.

En Argentina, se realizó un estudio para evaluar la necesidad de tratamiento periodontal de 

pacientes adultos; se estudiaron 3694 pacientes 2000 mujeres y 1494 hombres, rango de edad 

entre 18 y 84 años y se determinó que 14.3 % presentaban bolsas mayores a 5mm y 26.4 % una 

profundidad de sondaje de 3.5-5 mm113

En referencia al comportamiento de los sujetos para el control de placa bacteriana dental, se 

observó que el índice de O’Leary, promedio de la cantidad de placa dental presente en las caras 

dentales, arrojó un porcentaje mayor en hombres que en mujeres. De acuerdo con lo expresado 

en el capítulo de resultados, la periodontitis moderada se presentó con mayor frecuencia en ambos 

sexos. Resultados similares hallaron Suárez-Hernández y col 114al determinar el índice de higiene 

oral de O'Leary separados por género en una población adulta, encontraron valores m enos
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favorables para el sexo masculino. Esto concuerda con el estudio de Gamonal en Chile27, donde 

se considera el género como un indicador de riesgo, debido probablemente a la escasa actitud 

positiva frente a la higiene en los hombres.

V. III. D etección de P. gingivalis por B iología M olecular:

Las técnicas de Biología Molecular en la actualidad han adquirido mucha importancia en el 

estudio de la salud oral. La existencia de distintos clones bacterianos en una misma especie puede 

manifestarse clínicamente y funcionalmente diferente y ser alguno más virulentos que otro. Por 

lo tanto, el análisis molecular es un pilar importante para un diagnóstico certero y un efectivo 

tratamiento115. En su mayoría, estas técnicas moleculares se basan en la obtención del material 

genético a partir de cultivos puros del microorganismo o de muestras provenientes de los tejidos 

afectados del paciente. La técnica más empleada para realizar este diagnóstico se denomina PCR 

(Polymerase Chain Reaction) 88116117 Esta metodología utiliza oligonucleótidos complementarios 

a secuencias específicas de ADN, correspondientes a secuencias conservadas de los diferentes 

microorganismos, en calidad de cebadores. Es uno de los métodos con mayor sensibilidad además 

de ser relativamente simple, rápido y eficaz.

Tradicionalmente la tipificación microbiológica se basó en métodos de cultivo, aislamiento, 

microscopía y criterios fenotípicos y bioquímicos de identificación. Sin embargo, estas pruebas 

son laboriosas cuando se trabajan con microorganismos exigentes. Pueden aparecer también 

resultados conflictivos, lo cual puede originarse en la variación existente entre cepas de una 

misma especie. Frente a esta estrategia clásica, han surgido múltiples opciones moleculares.

Marsh y col118 en la década de los noventa, desarrollaron la “Hipótesis de la placa ecológica”, con 

el afán de unificar las teorías existentes que explicaban el rol de la placa dental en las patologías 

bucales. De acuerdo con esta teoría, tanto la cantidad total de la placa dental como la composición 

microbiana específica de la misma, pueden contribuir a la transición de un estado de salud a una 

disbiosis y enfermedad. Basándose en esta aseveración, se desarrollaron también metodologías 

moleculares para la co-detección de varios microorganismos en forma simultánea en una misma 

muestra, como la PCR-multiplex y poder comprobar que la existencia de un microorganismo, por 

sí mismo, no sería responsable del inicio y de la progresión de enfermedades infecciosas 

complejas como la enfermedad periodontal. En 1996, Tran y Rudney119 desarrollaron una PCR- 

multiplex para identificar Agregatibacter actinomycetenscomitans y  P. gingivalis al considerar 

poco sensibles los métodos de cultivo para determinar la prevalencia de microorganismos 

periodontopatogenos en el surco gingival, para diagnóstico, plan de tratam iento y, m onitoreo
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del progreso de la enfermedad. Las secuencias de oligonucleótidos empleadas fueron para A. 

actinomycetemcomitans forward primer Aa F 5-ATT GGG GTT TAG CCC TGG TG-3 

(Escherichia coli 870 a 896); P. gingivalis forward primer PgF, 5-TGT AGA TGA CTG ATG 

GTG AAA ACC-3(E. coli 1039 a 1063); y la porción conservada C11R 5-ACG TCA TCC CCA 

CCT TCC TC-3 (E. coli 1227 a 1246), cuyos amplificados se observaron a 197 Pb para P. 

gingivalis y 360 Pb para A. actinomycetemcomitans.

Teniendo en cuenta que la técnica de PCR convencional es una de las más sensibles y 

ampliamente utilizadas, es importante optimizarla y estandarizarla para mejorar los resultados 

obtenidos. Su alta sensibilidad, puede arrojar resultados falsos positivos o falsos negativos, 

cuando las condiciones de la prueba no se han optimizado. En el ensayo de estandarización y 

optimización realizado en el laboratorio de Investigaciones Científicas de la Universidad 

Nacional del Nordeste, los mejores amplificados del gen ARNr 16S en Porphyromonas gingivalis 

ATCC 33277 fueron obtenidos cuando se trabajó con una concentración de MgCl2 de 2 mM y 

una temperatura de alineamiento de 55°C. Diferentes estudios120,121,122,123,124 de amplificación 

publicados en la literatura refieren en el protocolo de PCR utilizado el empleo de una temperatura 

de alineamiento de 60°C, mientras que otros90 reportan una temperatura de alineamiento de 55°C.

En el presente trabajo, se evidenciaron bandas tanto a 55°C como a 60°C, obteniéndose mayor 

nitidez cuando se trabajó con 55°C. Teniendo en cuenta nuestros resultados y los de los trabajos 

previos se puede considerar que el intervalo de 55-60°C, es óptimo para la obtención de 

amplificados del genoma de P. gingivalis. Para nuestras condiciones de trabajo la temperatura 

óptima de alineamiento fue de 55°C.

Con respecto a la concentración de MgCl2, en este trabajo se probaron concentraciones de 1 mM, 

1,5 mM y 2 mM para obtener la concentración óptima, identificando las bandas más nítidas con 

una concentración de 2 mM. Arce Paniagua y col 124, reportaron en su protocolo de trabajo una 

concentración de MgCL 4 mM, sin embargo Carlos Martín Ardila Medina y col 125 , Aline 

Martucci Geraldes 121 y Alessandro Manuel Gandolfo Peña 123 utilizaron MgCL en un rango de 

1 mM a 2,5 mM.

El uso de PCR como metodología para la detección de P. gingivalis en muestras de placa 

subgingival en pacientes con periodontitis a nivel mundial muestra rangos de prevalencia muy 

variables, de 28% a 97,4% 126,127,128,129

En Asia94,130,131,132 han informado prevalencias que varían del 60% al 95%, en Japón y en China133 

el 70%. En América, Rams y cols 134 observaron una prevalencia de 87% en Estados Unidos y del 

78% en Brasil135-
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Quintero AJ y col90 en Chile, realizaron un estudio descriptivo transversal de la microflora 

subgingival en pacientes diabéticos tipo 2 con periodontitis crónica, empleando PCR y como 

cebadores oligonucleótidos específicos para P gingivalis Pg F: 5'-TGT AGA TGA CTG AAA 

ACC-3’ y Pg R: 5 -A C G  TCA TCC CCA CCT TCC TC-3' que amplifica a 197 pb.

En el presente trabajo P. gingivalis fue detectado en un 44,4% de los pacientes con periodontitis 

crónica, este resultado coincide con los hallados por Stefony M 136 que reportó una prevalencia 

de 40% de P. gingivalis en pacientes chilenos con periodontitis crónica, por identificación 

mediante PCR de la subunidad 16Sdel RNA ribosomal (rRNA); empleó como control positivo 

DNA extraído de la cepa de P. gingivalis ATCC 49417 y como cebadores las secuencias: Pg F: 

5 - AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG-3’ y Pg R: 5’- ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT- 

3’

Farías y col 137 encontraron una prevalencia similar de 46,6 % de esta bacteria al estudiar por PCR 

muestras de biofilm subgingival de 29 pacientes con diagnóstico clínico y radiológico de 

enfermedad periodontal. Delgado y col 138 reportaron una prevalencia de P. gingivalis del 27.27% 

con un 14 % de asociación con Treponema denticola en pacientes con enfermedad periodontal 

crónica. Un estudio de Mujica Troncoso y col 139 realizado a pacientes chilenos periodontalmente 

enfermos, sin tratamiento periodontal previo, detectó P. gingivalis en un 31,3% de la población 

estudiada.

Sin embargo, autores como Badanian y col140 analizaron una muestra de placa subgingival de 

pacientes uruguayos con cuadros de periodontitis crónica y hallaron una prevalencia de 85% de 

este microorganismo. Van W inkelhoff y col141 analizaron 158 pacientes con periodontitis 

encontrando P.gingivalis en 106 , lo que representó una prevalencia de 67%, mientras que 

Herrera y cols 142 en un estudio multicéntrico realizado en Chile, Colombia y España hallaron 

este periodontopatógeno en más del 65% del total de sujetos (37 en Chile, 41 en Colombia y 36 

en España). Rojas y col en un estudio realizado en Chile con 45 sujetos con periodontitis crónica, 

detectó P. gingivalis en un 73,3% 143.

V. IV. F recuencia de P. ginigivalis en relación con la severidad de la periodontitis:

En tiempos de la teoría específica, Loesche (1979) 144145 propuso que el origen de las 

enfermedades periodontales y caries se asociaba a la presencia y aumento en el número de 

patógenos específicos presentes en la placa dentaria
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La prevalencia y la proporción de P. gingivalis se correlacionaron con la severidad y la pérdida 

de inserción clínica 146. En la periodontitis del adulto la prevalencia de esta bacteria es de un 40% 

a 100%, es el patógeno más importante y relevante en la periodontitis crónica y se encuentra en 

mayor proporción en las bolsas profundas50.

Los microorganismos periodontopatógenos que pertenecen al complejo rojo de Socransky como 

P. gingivalis, se asocian con la progresión de la periodontitis y se encuentran en sacos 

periodontales más profundos, debido a su necesidad de anaerobiosis estricta (Faveri y cols., 

2009)147. Socransky y col13 analizaron la relación entre las bacterias presentes en la periodontitis 

y los parámetros clínicos, observaron que las bacterias del complejo rojo mostraban una fuerte 

asociación con bolsas profundas. Las razones sugeridas para tales hallazgos son los niveles más 

altos de anaerobiosis en sitios más profundos, es decir, tensión de oxígeno reducida, diferencias 

en la temperatura subgingival, requerimiento de hemina u otras sustancias y un suministro más 

fácil de materiales nutricionales del líquido crevicular gingival.

Los pacientes portadores de P. gingivalis, presentaban mayor profundidad de bolsa al sondaje y 

también mostraron sangrado al sondaje. Porphyromonas Gingivalis frecuentemente es aislada de 

lesiones periodontales activas, y ha sido correlacionada con el progreso de la enfermedad 

periodontal 148. George Hajishengallis y col52 propusieron la “hipótesis de patógenos Keystone”. 

Esta hipótesis plantea que algunos microorganismos como P. gingivalis aun en bajo número 

pueden predisponer al desarrollo enfermedades inflamatorias por propiciar disbiosis y cambios 

en la composición de la microbiota normal. Pese a ser un miembro natural de la ecología oral, aun 

encontrándose en pacientes sanos, es altamente destructiva, debidos a sus numerosos factores de 

virulencia149La correlación de los resultados microbiológicos con los datos clínicos demuestra la 

importancia de P. gingivalis en la etiología y progresión de la periodontitis crónica. En este trabajo 

se observó un aumento de la prevalencia de esta bacteria en relación al aumento de la severidad 

de la periodontitis , se obtuvo una prevalencia de 83,3% en periodontitis severas , un 23,8% en 

moderadas no se detectó la bacteria en periodontitis leve .Asimismo, Kulkarni, y col 150 

informaron un aumento significativo de la prevalencia de P.gingivalis en bolsas profundas , en 

un estudio donde se identificó Porphyromonas gingivalis en pacientes con periodontitis crónica 

por PCR y su presencia se correlacionada con la severidad de los parámetros periodontales 

clínicos, 93.33% en bolsas > 5mm y 60 % en bolsas < 5mm de profundidad, estos resultados 

concuerdan con los hallazgos de Slots 151 y Takeuchi et al152 quienes hallaron una fuerte 

asociación positiva de presencia de P. gingivalis el grado de pérdida de inserción periodontal.

Rojas y col143 relacionaron la distribución de esta bacteria y los grupos con diferentes grados de 

severidad de periodontitis crónica observándose que P. gingivalis estuvo presente en un 46,6%,
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73,3% y 100% en sujetos con las formas leve, moderada y severa de la enfermedad 

respectivamente.

Bazzano y col 153evaluaron la composición microbiológica y los parámetros clínicos de bolsas 

periodontales >5 mm y encontraron como especie más prevalente a P,gingivalis, presente en 66% 

de los sitios. Sin embargo, Corona y col 154 en un estudio que incluyo a 80 pacientes detectaron 

por PCR una prevalencia de esta bacteria de 43,3 % en peridontitis moderada y 20% en 

periodontitis severa. También Kumawat, R. M y col155 detectaron P. gingivalis con más frecuencia 

en sitios que mostraron bolsas periodontales profundas y pérdida severa de inserción y aumento 

de la gravedad de la inflamación gingival en pacientes con Periodontitis crónica.

A pesar de que P. gingivalis es considerada una de las bacterias más relacionadas con la 

enfermedad periodontal, no aparece exclusivamente en pacientes con dicha enfermedad, sino que 

también está presente en la placa subgingival de pacientes periodontalmente sanos, aunque en un 

porcentaje menor en un rango 23 a 36,6% 156

El nicho ecológico de P. gingivalis es el surco subgingival, aunque se puede encontrar de manera 

ocasional también en mucosas orales y en saliva. El hecho de que pueda estar presente en bolsas 

periodontales activas y en surcos gingivales sanos sugiere que es una especie heterogénea con 

subpoblaciones de elevada y baja patogenicidad. P. gingivalis se considera comensal de la 

cavidad bucal52. Este anaerobio gramnegativo también puede existir dentro de las células 

epiteliales del huésped sin la existencia de una enfermedad manifiesta. P. gingivalis parece ser un 

patógeno altamente adaptado del microbioma oral157. Bascones y col.50 también consideraron su 

presencia en un rango de 16% a 23 %, en pacientes sin periodontitis.

En este estudio el grupo de pacientes sistémicamente saludables sin enfermedad periodontal 

presento una frecuencia de P. gingivalis del 15%. Asimismo, Corona y col154 en una población de 

30 pacientes periodontal y sistémicamente sanos encontraron una frecuencia de 16,6 %. Otros 

autores158,155 hallaron entre un 23 % y un 10% en pacientes sin enfermedad periodontal.

Considerando que P. gingivalis tiene vital importancia en el inicio y progresión de la disbiosis en 

el surco gingival, en un análisis metatranscriptómico longitudinal de las comunidades 

microbianas de sitios estables, se demostró que, entre las bacterias comúnmente asociadas con 

periodontitis pertenecientes al complejo rojo, sólo P. gingivalis expresó factores de virulencia en 

sitios sanos que progresaron luego a enfermedad. Por el contrario, la expresión de los genes de 

virulencia de T. denticola y Tannerella forsythia se sobre-expresaron posteriormente, cuando 

clínicamente se evidenciaban daños en los tejidos.159

La presencia de P. gingivalis es probablemente un factor de riesgo importante para la el inicio de 

la periodontitis. Aún en estado de salud y eubiosis, actúa como un patógeno clave que contribuye
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a la instalación de un proceso disbiótico, mientras que otros patógenos periodontales pueden 

contribuir a la virulencia de la comunidad microbiana una vez que se interrumpe la homeostasis.55

El análisis genético detallado de las bacterias ha demostrado una diversidad genética inesperada 

dentro de las especies, que a menudo revela linajes evolutivos que están asociados de manera 

desproporcionada con la infección. Hay evidencia de que algunos linajes evolutivos de bacterias 

se han adaptado a grupos étnicos particulares160.

Por esta razón las diferencias entre los resultados de la literatura recién presentados y los 

obtenidos en este estudio, en relación a frecuencia de detección de P. gingivalis en líquido 

gingival, se podrían explicar por diferencias geográficas y étnicas161162 así como el uso de distintas 

metodologías de obtención de muestras microbiológicas, métodos de procesamiento y tamaño de 

la muestra estudiada.

Actualmente la hipótesis sobre la “sinergia polimicrobiana y la disbiosis” explica el origen de 

muchas enfermedades entre ellas la enfermedad periodontal. Este modelo plantea que dicha 

enfermedad no sería iniciada por bacterias patógenas en forma individual sino por una 

“comunidad polimicrobiana sinérgica”163-

P. gingivalis integra el “grupo rojo” junto a Treponema denticola y  Tannerella forsythia, los 

microorganismos de este grupo con frecuencia se aíslan juntos y están fuertemente asociado con 

sitios activos de enfermedad, así como Aggregatibacter actinomycetemcomitans13. Otro 

microorganismo clave en la formación de la placa subgingival es Fusobacterium nucleatum, actúa 

como un “puente” microbiano entre los colonizadores tempranos y los colonizadores tardíos 

durante la formación de la biopelícula, asimismo la interacción de Treponema denticola y  

Fusobacterium nucleatum con Porphyromonas gingivalis mejoraría la unión de esta última a 

células del hospedero164,165,166

Dado que la distribución de los patógenos periodontales difiere en relación a la ubicación 

geográfica y al grupo racial y é tn ico161,162 y puesto que los datos científicos en referencia 

a la etiología y rol de las bacterias responsables de la enferm edad periodontal en nuestra 

región son aún m uy escasos, en el futuro la co- detección de estos m icroorganism os 

periodontopatogenos en nuestra población am pliaría la evidencia obtenida en esta 

investigación aportando m ás inform ación relevante sobre este consorcio m icrobiano.
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CONCLUSIONES

• En la población estudiada la edad promedio de los pacientes fue de 40 años y la periodontitis 

prevaleció en el sexo masculino.

• Se observo mayor frecuencia de periodontitis moderada, la periodontitis severa fue más 

prevalente en el sexo masculino y en el sexo femenino predominó la periodontits leve.

• La prevalencia de P. gingivalis detectado por PCR en periodontits crónica fue del 44,4% y se 

observó un aumento de la prevalencia de P. gingivalis en relación a la severidad de la periodontitis 

encontrándose la mayor prevalencia en periodontitis severas.

• Se observo una prevalencia de P.gingivalis del 15% en pacientes periodontalmente sanos.

• El hecho de que P. gingivalis pueda estar presente en bolsas periodontales activas y en surcos 

gingivales sanos sugiere que es una especie heterogénea con subpoblaciones de elevada y baja 

patogenicidad.

INVESTIGACIONES FUTURAS

• La genotipificación de P. gingivalis permitiría determinar diferentes perfiles bacterianos 

y su probable asociación con el grado de virulencia de este microorganismo.

• Es un “patógeno clave” altamente adaptado del microbioma oral puesto que puede 

modificar también su expresión génica y también el patrón de expresión de los otros 

microorganismos en el biofilm.

• La identificación de especies clave en la ecología microbiana puede tener importantes 

implicaciones en términos de una mejor comprensión de la estructura de las comunidades 

microbianas y su interacción con sus huéspedes o su entorno.
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