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Abstract
The objective of the present work was to standardize and optimize the conventional PCR 

technique for detection of Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. 
Material and methods: P. gingivalis strain ATCC33227 was planted on Bruella agar enriched 

with sheep's blood supplemented with hemin and Vitamin K DNA was extracted using the pro-
tocol using cetyl trimethylammonium bromide (CTAB). The quantity and quality of the genetic 
material obtained with the UV Ampli-Quat photometer, AQ-07 Nucleic Acid. Conventional PCR 
was performed with different concentrations of 1 mM MgCl 2, 1.5 mM and 2.0 mM and at 
two alignment temperatures: 60°C and 55°C. PCR products were separated by electrophoresis 
on a 1% agarose gel. 

The bands were visualized in a photodocumentator. Sensitivity was calculated by taking 
into account the number of bacteria in different dilutions.

Results: A concentration of 1.55x106 ng / ul genomic DNA was obtained from a bacterial 
suspension of 108 bacterial cells / ml, with purity index 1.648 (OD260 / OD280 ratio). The best 
results were obtained with a concentration of 2 mM MgCl2 and an alignment temperature of 
55°C. Regarding sensitivity, a limit of detection of 5 x 10/5 μL bacterial cells in suspension 
was obtained. 

Conclusion: In the standard PCR test for Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 the optimum 
standardization conditions are the concentration of 2 mM MgCl and 55°C and a minimum 
bacterial load of 5 x 10 cells / 5 ul as detection limit is required.

Key words: Standardization, PCR, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Resumen
El objetivo del presente trabajo fue estandarizar y optimizar la técnica de PCR convencional 

para detección de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. 
Material y métodos: Las cepa de P. gingivalis ATCC33227 se sembró en agar Bruella enri-

quecido con sangre de carnero, suplementado con hemina y vitamina K. El ADN se extrajo em-
pleando el protocolo que emplea bromuro de cetil trimetilamonio (CTAB). Se evaluó la cantidad 
y calidad del material genético obtenido con el fotómetro UV Ampli-Quat, AQ-07 Nucleic Acid.  
Se realizó la PCR convencional con diferentes concentraciones de MgCl2 1 mM, 1,5 mM y 2.0 
mM y a dos temperaturas de alineamiento: 60°C y 55°C. Los productos PCR se separaron por 
electroforesis en un gel de agarosa 1% Las bandas se visualizaron en un fotodocumentador. 
La sensibilidad se calculó teniendo en cuenta el número de bacterias en diferentes diluciones.

Resultados: Se obtuvo una concentración 1,55x106 ng/ul de DNA genómico a partir de una 
suspensión bacteriana de 108 células bacterianas/ml, con índice de pureza 1,648  (relación de 
OD260/OD280). Los mejores resultados se obtuvieron con una concentración de 2 mM de MgCl2 
y una temperatura de alineación de 55°C. En cuanto a la sensibilidad se obtuvo un límite de 
detección de 5 x 10 / 5 µL células bacterianas en suspensión. 

Conclusión: En la prueba de PCR convencional para Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, 
las condiciones óptimas de estandarización son la concentración de 2 mM de MgCl y 55°C y 
es necesario una carga bacteriana mínima de 5 x 10 células/5 ul  como límite de detección.

Palabras clave: Estandarización, PCR, Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.
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Introducción
La periodontitis es una enfermedad que 

se caracteriza por la pérdida de inserción 

periodontal de las piezas dentarias. La pe-

riodontitis se considera una enfermedad 

infecciosa de origen poli-microbiano y la 

literatura menciona a más de 300 patógenos 

posiblemente relacionados con la destrucción 

periodontal(1). En la variada microbiota sub-

gingival, diferentes especies Gram negativas, 

anaerobias estrictas y microaerófilas juegan 

un papel primordial en el inicio y la progresión 

de la enfermedad periodontal. Diferentes 

complejos microbianos se asociaron con la 

secuencia de colonización sobre la superficie 

de la pieza dentaria y con la gravedad de la 

enfermedad. El complejo rojo(2), que aparece 

tardíamente en la secuencia del desarrollo del 

biofilm, comprende especies que se conside-

ran microorganismos patógenos periodontales 

tales como Porphyromonas gingivalis (P. 

gingivalis), Treponema dentícola, y Tannere-

lla forsythia(1,3,4). Los expertos coinciden en 

que estas bacterias inician la periodontitis 

humana y la perpetúan. De hecho, en el 

Taller Mundial de 1999 sobre Periodoncia 

Clínica se concluyó que la mayor parte de 

las periodontitis humanas son causadas por 

las especies antes mencionadas, a las que se 

suma Aggregatibacter (antes Actinobacillus) 

actinomycetemcomitans(5). 

P. gingivalis es un cocobacilo gramne-

gativo, anaerobio estricto, con factores de 

virulencia que le proveen un gran potencial 

para colonizar e invadir tejidos periodontales, 

modular la respuesta inmune del huésped, des-

encadenar una respuesta inflamatoria crónica 

y colaborar con los procesos de destrucción de 

tejido periodontal y hueso alveolar(6-9).  

Conocer los mecanismos mediante los 

cuales P. gingivalis evade los ataques del 

sistema inmune, es de suma importancia 

para comprender su rol en la periodontitis. La 

interacción entre las células del huésped y P. 

gingivalis puede ser la clave para mantener 

la salud o la progresión de la enfermedad. 

Este microorganismo desempeña un papel 

crucial en la disbiosis dentro de la comunidad 

microbiana oral, quizás, al servir como un 

disruptor de comunicación entre el biofilm 

poli-microbiano y el sistema inmune del 

huésped(10). Se considera que las comunidades 
microbianas exhiben una virulencia sinérgica 
que les permite soportar la respuesta inmu-
nológica del huésped y, también, desarrollar 
mecanismos para valerse del proceso infla-
matorio, utilizando los tejidos deteriorados 
del huésped como nutrientes. Surgen, de 
este modo, nuevos modelos para entender 
los mecanismos y la epidemiología de las 
infecciones poli-microbianas tales como la 
periodontitis, integrando la interacción mi-
crobiana y elementos de la inmunidad inmune 
innata y adaptativa, que inician y propagan 
la inflamación periodontal crónica(11). Estas 
características permiten que se considere a 
P. gingivalis como el principal patógeno de 
la periodontitis y de enfermedades sistémicas 
como artritis reumatoidea y enfermedades 
cardiovasculares(12). Teniendo en cuenta el 
rol que desempeña este microorganismo 
en la iniciación y el progreso del proceso 
inflamatorio periodontal, su identificación 
se hace necesaria para definir la etiología 
de la enfermedad e instaurar un tratamiento 
adecuado. Tradicionalmente, la tipificación 
se basó en métodos de cultivo a partir de su 
aislamiento, incluyendo a la microscopía, los 
criterios fenotípicos y bioquímicos. Sin em-
bargo, estas pruebas son laboriosas y, a veces, 
proporcionan resultados conflictivos, lo cual 
puede originarse en la variación existente en-
tre cepas de una misma especie. Las técnicas 
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(13). 

En microbiología, esta metodología 
permite la detección de secuencias de ácidos 
nucleicos (ADN o ARN) que son específicos 
y conservados para cada microorganismo, a 
partir de diferentes matrices. Su aplicación 
surge como una necesidad para detectar 
microorganismos de difícil crecimiento en 
cultivo tradicional o lento desarrollo. PCR 
es una de las técnicas moleculares más uti-
lizadas y se aplica satisfactoriamente en el 
área de microbiología clínica(14). Los métodos 
moleculares han sido un gran aporte para 
la detección de microorganismos de difícil 
aislamiento; sin embargo la optimización 
y estandarización de la técnica aumenta la 
confiabilidad de los resultados. 

El aumento de la sensibilidad es direc-
tamente proporcional al aumento de la po-
sibilidad de obtener falsos positivos o falsos 
negativos si no se han optimizado parámetros 
de estandarización. Desde su publicación, la 
técnica de PCR se utilizó ampliamente en 
ciencias médicas de la salud como la Odon-
tología(15). La amplificación de secuencias 
de ácidos nucleicos mediante PCR para la 
detección de los distintos microorganismos 
periodontopatógenos se utilizó para agentes 
etiológicos de distintos tipos de enfermedad 
periodontal(16,17). El objetivo del presente tra-
bajo fue estandarizar y optimizar la técnica 
de PCR convencional para la detección de 
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Materiales y métodos
La cepa de P. gingivalis ATCC33227 se 

sembró en agar Bruella (Britania) enrique-
cido con sangre de carnero, suplementado 
con hemina (5 mg/ml) y vitamina K (1 mg/
ml) (Sigma), fue incubada a 37°C en jarra 
de anaerobiosis durante 7 días. Extracción 
de ADN: Para la extracción de ADN se tomó 
una alícuota de 100 µ l de una suspensión 
celular de 0,5 en la escala de Mc Farland, y 
se resuspendió en solución fisiológica (400 
µl), luego se homogeneizó en vórtex durante 
20 segundos. Se centrifugó (4 min, 12.100 g), 
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 trime-
tilamonio (CTAB) de acuerdo con lo sugerido 
por Stewart et al. (1993)(18) y, posteriormente, 
se purificó con cloroformo–alcohol isoamílico. 
El ADN extraído fue almacenado, debidamente 
rotulado, a -20ºC hasta su procesamiento.

Sensibilidad: Para determinar el límite 
de detección de la técnica se preparó una 
suspensión bacteriana al 0,5 de Mc Farland, 
a partir del cultivo, para obtener una con-
centración de 108 células bacterianas/ml y 
a partir de esta concentración se prepararon 

diluciones en agua destilada estéril (Amano 

et al. 1999)(19). Se obtuvieron las siguientes 

concentraciones: 5 x 105 / 5 µl, 5 x 10 4 / 5 

µl, 5 x 10 3 / 5 µl,   5 x 102 / 5 µl, 5 x 10 / 5 µl.

Para evaluar la cantidad y calidad de 

ADN   obtenido se utilizó el fotómetro UV 



CAO - Vol. LXXV  Nº 225 - Noviembre 2017	 • 17 •

Ampli-Quat, AQ-07 Nucleic Acid, se midió la 

absorbancia a 260 nm (A260) y 280 nm (A280) 

utilizando la fórmula siguiente: [ADN]= A260 

nm x D x 50 μg/ml D= factor de dilución. 

El grado de pureza se calculó dividiendo la 

absorbancia a 260 nm entre la absorbancia 

a 280 nm.  

Selección de los iniciadores: Para el di-

seño y la optimización de la técnica de PCR 

se utilizaron iniciadores específicos para el 

gen que codifica una región conservada del 

ARNr 16S o ADN 16S (gen-housekeeping) 

en P. gingivalis. Se utilizaron los cebadores 

descriptos en el protocolo de PCR de acuer-

do con Quintero et al. (2011)(16) cuya banda 

se visualiza a 197 pares de bases (pb). Las 

secuencias de cebadores utilizadas fueron 

Pg-1F 5´-TGTAGATGACTGAAAACC-3’ - Pg-2 

R 5’-ACGTCATCCCCACCTTCCTC-3´.

Los productos PCR se separaron por elec-

troforesis en un gel de agarosa 1% en buffer 

TBE1X. Se sembraron 10 µl en cada pocillo 

más 3 µl de Gel Red 10.000X (Biotium, USA), 

diluido (3X) en agua destilada-deionizada más 

3 µl de buffer de carga (60% glicerol, 0,05% 

azul bromofenol). Como marcador de peso 

molecular (PM) se utilizaron 5 µ l de Cien-

Marker (Biodynamics). En una cuba horizontal 

Sub Cell® GT (Biorad) y usando TBE 1X (Trisma 

base, ácido bórico, EDTA, pH 8) como buffer 

de corrida; se aplicaron 100 voltios durante 

30 min. Las bandas se visualizaron en un 

fotodocumentador (MaestroGen).

Optimización de la concentración de 
MgCl2 y temperatura de alineamiento: Para 
determinar la concentración de MgCl2 y 
la temperatura de alineamiento óptimas, 
se realizó el procedimiento con diferentes 
concentraciones de MgCl2 1 mM, 1,5 mM y 
2.0 mM  y cada una con dos temperaturas de 
alineamiento: 60°C y 55°C.

Resultados
Con el método de extracción con CTAB 

y purificación se obtuvo una concentración 

1,55x106 ng/ul de DNA genómico, y el índice 

de pureza de 1, 648 (relación de OD260/

OD280). La prueba de PCR presentó un límite 

de detección de 5 x 10 / 5 µL células bacteria-

nas en suspensión. Las concentraciones finales 

estandarización y optimización fueron para un 

volumen final de mezcla de reacción de 20 ul: 

1X buffer de PCR, 2 mM de MgCl2, 0,25 mM 

de cada dNTP (Biodynamics) 1 μ M de cada 

primer y 1,0 U Taq DNA polimerasa (Promega). 

Programa de termociclado. La secuencia de 

ciclado (termociclador Bio-Rad) consistió en 

1 ciclo de desnaturalización durante 5 min 

a 94°C, seguido de 40 ciclos a 94ºC durante 

30 s, unión del cebador a 55ºC durante 30 s, 

extensión a 72ºC durante 45 s con extensión 

final a 72°C durante 10 min e incubación 

adicional a 4ºC.

Discusión
Teniendo en cuenta que la técnica de 

PCR convencional es una de las más sensi-

bles y ampliamente utilizadas, es importante 

optimizarla y estandarizarla para mejorar los 

resultados obtenidos. Su alta sensibilidad 

puede favorecer 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 m M y una 

temperatura de alineamiento de 55°C. Los di-

ferentes estudios de amplificación publicados 

en la literatura refieren el protocolo del PCR 

utilizado en su metodología, Papone Virginia 

et al. 2015(20), Aline Martucci Geraldes 2010(21), 

Michele Ciro Totaro et al. 2013(22), Alessandro 

Manuel Gandolfo Peña 2015(23), Arce Paniagua 

Marion et al. 2017(24), emplearon una tem-

peratura de alineamiento de 60°C, mientras 

que, Quintero AJ et al. 2011(16) reportan una 

temperatura de alineamiento de 55°C. 

En el presente trabajo se evidenciaron 

bandas tanto a 55°C, como a 60°C, obtenién-

dose mayor nitidez que cuando se trabajó con 

55°C. Teniendo en cuenta nuestros resultados 

y los de los trabajos previos, se puede consi-

derar 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 alineamien-
to 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 Marion et al. 2017(24), 
reportaron en su protocolo de trabajo una 
concentración de MgCl2 4 mM, Carlos Martín 
Ardila Medina et al. 2014(25) 1,5 mM de MgCl2, 
Aline Martucci Geraldes 2010(21) 2,5 mM de 
MgCl2 y Alessandro Manuel Gandolfo Peña 
2015(23) 1mM de MgCl2. El límite de detección 
de Porphyromonas gingivalis para nuestras 
condiciones de trabajo fue de 50 células 
bacterianas, similar a lo reportado por Amano 
et al. en 1999(19).

Conclusiones
En el ensayo de optimización realizado 

en el Laboratorio de Investigaciones de la 
Facultad de Odontología de la UNNE, los 
mejores resultados de amplificación del 
genoma de 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, y 
es necesaria como límite de detección de la 
técnica una carga bacteriana mínima 5 x 10 
/ 5 µL células en suspensión.•
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