ARTICULOS ORIGINALES

1.

2

Prevalencia de
Prevotella spp vy
Porphyromona spp en
periodontitis cronica

S. M. Ortega'?, M.R. Britos’, C. S. Sin'?, C. Caramello’, J. Monzon'

RESUMEN

Las enfermedades del periodonto tienen una etiopatogenia compleja y puede considerarse
multifactorial. El factor etiol6gico esencial en la patologia inflamatoria periodontal es la biope-
licula dental y cuando el desequilibrio entre el huésped y los microorganismos cambia la com-
plejidad de la flora. Ciertas bacterias como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Prevotella loescheii, Fusobacterium nucleatum, Tannerrella forsythia,
Campylobacter rectus, Eikenella corrodens y Treponema spp., han sido cominmente relacio-
nadas con la periodontitis cronica y son consideradas como indicadores de riesgo para la pro-
gresion de dicha enfermedad. El objetivo de este trabajo fue establecer la prevalencia de
Prevotella spp y Porphyromona spp en los distintos estadios de periodontitis crénicas.
Material y métodos: Se estudiaron 48 pacientes sistémicamente saludables con diagnéstico
de periodontitis cronica. Se completé el consentimiento informado, se realizé historia clinica
y examen periodontal. El estado periodontal se clasifico en distintos grados de severidad:
leve, moderada y severa. Se tomaron muestras de dos sitios con mayor profundidad de son-
daje con conos de papel absorbente estériles y se transportaron en un medio prerreducido.
Para el aislamiento de Prevotella spp se utiliz6 agar Brucella mas sangre ovina al 5%, hemi-
na, vitamina K al que se agregaron vancomicina y kanamicina; Porphyromonas sp se aislo en
el mismo medio con el agregado de bacitracina y colistina. Se sembraron 10 uyl de muestra
entera y las placas fueron incubadas en jarras de anaerobiosis por 5 a 7 dias a 37°C.
Resultados: los distintos grados de periodontitis correspondieron a un 17% periodontits leve,
57% moderada y 26% severa. En el total de pacientes se determiné la presencia de
Prevotella spp en el 54% de los casos y un 12,5% de Porphyromona spp. Conclusién: De los
pacientes estudiados con periodontits cronica, un 52% correspondié al sexo masculino, un
57% de los casos correspondieron a periodontitis moderada. Se aislé Prevotella sp en todos
los estadios de periodontitis crénica y Porphyromonas sp sélo en periodontitis severas.
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ABSTRACT

Periodontal diseases have a complex etiopathogenesis and can be considered multifacto-
rial. The essential etiological factor in periodontal inflammatory pathology is the dental biofilm
and when the imbalance between the host and the microorganisms changes the complexity of
the flora. Certain bacteria such as Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Prevotella loescheii, Fusobacterium nucleatum, Tannerrella forsythia,
Campylobacter rectus, Eikenella corrodens and Treponema spp., Have been commonly rela-
ted to chronic periodontitis and are considered as risk indicators for the progression of said
disease. The objective of this work was to establish the prevalence of Prevotella spp and
Porphyromonas spp in the different stages of chronic periodontitis. Forty eight systemically
healthy patients diagnosed with chronic periodontitis were studied. Informed consent was
completed, a medical history and periodontal examination was carried out. The periodontal
state was classified into different degrees of severity: mild, moderate and severe. Samples
were taken from two sites with greater depth of probing with sterile absorbent paper cones and
transported in a prereduced medium. For the isolation of Prevotella spp, Brucella agar plus
5% sheep blood, hemin, vitamin K to which vancomycin and kanamycin were added. For
Porphyromonas spp, the same medium was used and bacitracin and colistin were added. 10

| of the whole sample was seeded and the plates were incubated in anaerobic jars for 5 to
7 days at 37 ° C. Different degrees of periodontitis corresponded to 17% mild periodontitis,
57% moderate and 26% severe. In the total number of patients, the presence of Prevotella
spp was determined in 54% of the cases and 12.5% of Porphyromona spp. Of the patients stu-
died with chronic periodontitis, 52% corresponded to the male sex, 57% of the cases corres-
ponded to moderate periodontitis. Prevotella spp was isolated in all stages of chronic perio-
dontitis and Porphyromonas sp only in severe periodontitis.

Keywords: periodontopathogens, periodontitis, Porphyromonas spp, Prevotella spp.

INTRODUCCION

Las enfermedades del periodonto tienen una
etiopatogenia compleja y puede considerarse mul-
tifactorial; entre estos factores se consideran los
relacionados al huésped como la herencia o pre-
disposicion genética, el habito de fumar, la dieta,
enfermedades como diabetes y obesidad e inclusi-
ve factores geograficos y socioecondmicos'?®. El
factor etiolégico esencial en la patologia inflamato-
ria periodontal es la biopelicula dental. Cuando se
desarrolla una periodontitis en realidad lo que se
produce es un desequilibrio entre los microorganis-
mos y los mecanismos de defensa del hospedero.
Dicho desequilibrio puede ser consecuencia de un
cambio en el tipo de microorganismos, aunque a
veces se producen alteraciones en los mecanis-
mos de defensa que permiten el desarrollo de
cambios patolégicos con pequefias modificaciones

de la placa. Asimismo, los factores del medio pue-
den establecer un ambiente propicio para que se
produzca dicho desequilibrio. El biofilm subgingival
se desarrolla siguiendo el esquema de coloniza-
cion, agregacion, coagregacion y sucesién micro-
biana segun lo sugerido por Socransky*: grupo 3,
compuesto Estreptococos mitis, oralis y sanguinis,
intermedius, gordonii; grupo 5 Actinomyces odon-
tolitycus y Veilonella parvula y Actinomyces naes-
lundii, que aparece como uno de los primeros
colonizadores; ellos presentan adhesinas con
afinidad por los tejidos duros. El grupo 4
formado por Eikenella corrodens y especies de
Capnocytophaga, preparan el nicho ecolégico para
la instalacién del grupo 2 o naranja, integrado prin-
cipalmente por Fusobacterium nucleatum y petrio-
donticum que hacen de nexo con bacterias de apa-
ricion tardia, como las especies de Prevotella inter-
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media, nigrescens y Micromonas micro. La presen-
cia de estos microorganismos induce a un cambio
en el nicho ecoldgico estableciendo las condicio-
nes fisicas y quimicas asi como la aparicién de
nutrientes para el establecimiento del grupo rojo
formado por P. gingivalis, Treponema dinticola y
Tannerella forsythia. E| género Prevotella compren-
de un grupo amplio de microorganismos cuyo habi-
tat natural es el surco gingival. Presentan forma de
bacilos pequefios, Gram negativos, anaeroébicos,
inmoviles, no esporulados, que se clasifican en pig-
mentados y no pigmentados. Entre los no pigmen-
tados y sacaroliticos se hallan Prevotella oris,
Prevotella buccae, P. bivia, P. buccalis, P. disiens,
P. oulorum, P. veroralis, P. heparinolytica, P. zoo-
gleoformans; P. bivia y P. disiens son fuertemente
proteoliticas y no fermentan sacarosa aunque P.
bivia fermenta lactosa®. Entre las especies pigmen-
tadas se mencionan a P. intermedia, P. melanino-
genica, P. loescheii, P. corporis, P. nigrescens, P.
pallens, P denticola. P.intermedia es asociada con
la presencia de enfermedad periodontal, mientras
que a P. nigrescens se la relaciona con mas fre-
cuencia con los sitios sanos periodontalmente. Las
colonias pigmentadas deben su coloracién, que
puede ser marrén oscuro o negro, a la formacion
de pigmentos del mismo color alrededor de sus
paredes que consisten en depdsitos de hemina;
este caracteristico desarrollo lo realizan en medio
agar sangre enriquecido con hemina y vitamina K6,
siendo estos factores de crecimiento para su desa-
rrollo. Esta caracteristica se observa a las dos a 3
semanas de desarrollo. Se mencionan entre ellas a
P. loescheii, P. melaninogénica, P. intermedia, P.
nigrescens, P. denticola, P. corporis y poseen la
propiedad de fermentar algunos azucares. Se incu-
ban en atmdsfera anaerobia. Su principal factor de
virulencia es la presencia de fimbrias que posibili-
tan la adhesion y coagregacion de otros microorga-
nismos que reconozcan sus moléculas e interactu-
en con un receptor proteico o polisacarido. Su
capacidad de degradar inmunoglobulinas, su
accion sobre fibroblastos, su actividad fibrinolitica
e inhibicién de células B se suman a su patogenici-

dad’. Este género ha sido aislado de infecciones
polimicrobianas de la cavidad oral, como la enfer-
medad periodontal, lesiones cavitadas de caries,
abscesos® y otras infecciones como abscesos
cerebrales y pulmonares, enfermedad inflamatoria
pélvica y abscesos tubo-ovaricos’. Porphyromona
gingivalis es un coco o cocobacilo pleomoérfico
Gram negativo, inmoviles, no esporulado, anaero-
bio estricto asacarolitico; son vancomicina resis-
tentes. Su preferencia por protoporfirina como
dador de hierro permite la entrada de acumulacion
de un dimero que ejerce funcién protectora antioxi-
dante y proporciona el color caracteristico a las
colonias, negras o marrén oscuro. Produce protei-
nasas con apetencia por arginina y lisina, denomi-
nadas arginina gingipain y lisina gingipain, vistas
como uno de los factores de virulencia® a los que
se agregan la capsula en algunas mutantes, las
fimbrias o adhesinas, vesiculas de la membrana
externa, lipopolisacaridos (LPS) y hemolisinas.
Libera metabolitos finales como amonio butirato,
acetato y propionato que penetran en los tejidos y
producen dafo celular. Tres de sus especies se
relacionan con el desarrollo y progreso de la perio-
dontitis, P. gingivalis, P. endodontalis y P. asaccha-
rolytica. Tradicionalmente se han utilizado técnicas
microbiolégicas para su aislamiento e identifica-
cion. Los medios de cultivo mas utilizados para su
desarrollo son agar base Columbia, agar base
Brucella y otros suplementados con acido nalidixi-
co y vancomicina, ademas de, sangre, hemina y
vitamina K, los cuales favorecen el crecimiento. La
condicion para su desarrollo es bajo atmédsfera
anaerobia estricta que se logra con sobres espe-
ciales o cdmaras de anaerobiosis. Durante afnos el
diagnostico de la enfermedad periodontal se ha
basado en las mediciones clinicas y radiograficas.
Los parametros de evaluacion como: inflamacién
de los tejidos, profundidad del surco gingival y evi-
dencias radiogréaficas de pérdida de hueso alveo-
lar, permanecen como las bases en el diagndstico
clinico de la enfermedad en los pacientes™. El
desarrollo de las técnicas microbiolégicas anaero-
bias durante los Ultimos 30 afios, ha permitido con-
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siderablemente la comprension de la etiologia de
las infecciones periodontales; se sabe por diversos
estudios, que las infecciones son polimicrobianas,
dominadas principalmente por especies de bacilos
anaerobios". Algunas investigaciones evidencian,
que ciertas bacterias como Porphyromonas gingi-
valis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,
Prevotella loescheii, Fusobacterium nucleatum,
Tannerrella forsythia (antes Bacteroides forsythus),
Campylobacter rectus, Eikenella corrodens y
Treponema spp., han sido cominmente relaciona-
das con la periodontitis crénica y son consideradas
como indicadores de riesgo para la progresién de
dicha enfermedad'@''®, Porphyromona spp ha
sido asociada a formas de periodontitis mas des-
tructivas mientras que Prevotella spp se considera
un habitante comun en pacientes con periodontitis,
gingivitis e incluso en surco de personas sin perio-
dontitis. El objetivo de este trabajo fue establecer
la prevalencia de Prevotella spp y Porphyromona
spp en los distintos estadios de periodontitis cré-
nicas.

MATERIAL Y METODO:

Se estudiaron 48 pacientes sistémicamente salu-
dables con diagnéstico de periodontitis crénica.
Los criterios de inclusién fueron: pacientes no
fumadores, que no hayan recibido terapia antibiéti-
ca por lo menos tres meses antes, que no hayan
recibido tratamiento periodontal ni tratamiento tépi-
co con antisépticos. Se completd el consentimien-
to informado, se realizd historia clinica y examen
periodontal. El estado periodontal se clasifico en
distintos grados de severidad segun Escudero
Castano16: leve (hasta 4 mm), moderada (hasta 6
mm) y severa (mas de 6 mm). Se tomaron mues-
tras de dos sitios con mayor profundidad de sonda-
je (UNC-15, Hu-Friedy, Chicago, IL). Se utilizaron
conos de papel absorbente estériles6 que se deja-
ron por 30 segundos en el surco gingival y se
transportaron en un medio de transporte prerredu-
cido (RTF). Para el aislamiento de Prevotella spp
se utilizé agar Brucella (Britania, Argentina) que se

enriquecié con sangre ovina al 5% (Britania,
Argentina), hemina (5 mg/L), vitamin K1 mg/L; se
agregaron antibidticos inhibidores de cepas Gram
positivas como vancomicina y kanamicina. Se sem-
braron 10 pl de muestra entera, en las placas con
medio selectivo. Las placas fueron incubadas en
jarras de anaerobiosis con sobres para anaerobio-
sis (Anaero Pack, MGC, Japan) por 5 a 7 dias a
37°C. Se repicaron las colonias de interés (pigmen-
tadas) para su purificacion e identificacion. Para la
identificacién bioquimica se realizaron las pruebas
de: fermentacion de lactosa, prueba de indol, cata-
lasa, y B-acetilglucosidasa. Para aislamiento de
Porphyromona spp se utilizé agar base Columbia
(Britania, Argentina); se enriquecié con sangre
ovina al 5% y se adicionaron vancomicina y colisti-
na para inhibicion de la flora acompafiante; se incu-
baron las placas a 37° C en jarra de anaerobiosis
con sobres generadores. La identificacion fue en
base a las caracteristicas morfologicas de la colo-
nia y caracteristicas microscépicas ante coloracién
de Gram.

RESULTADOS:

Se estudiaron 48 pacientes con diagndstico de
periodontitis cronica; el promedio de edad fue 45
afos; un 47,9% correspondié al sexo femenino y
un 52% al masculino. De acuerdo a la clasificacion
de la periodontits segln el grado de lesién, se
registraron los valores que se muestran en la figu-
ra 1.

En el total de pacientes se determiné la presen-
cia de Prevotella spp en el 54% de los casos y un
12,5% de Porphyromona spp. En la tabla 1 se
exponen las frecuencias de aislamiento de dichos
microorganismos en los distintos grados de perio-
dontitis.

DISCUSION

Prevotella spp y Porphyromonas spp forman
parte del biofilm subgingival; son periodontopato-
genos con variada carga de virulencia. Prevotella,
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al pertenecer al grupo naranja de Socransky prece-
de en su instalacion en el biofilm gingival a
Porphyromonas, perteneciente al grupo rojo y coe-
xiste con ella®. Aunque Prevotella presenta muchas
especies, las mas habituales en cavidad bucal son
P. intermedia, P. melaninogenica y P. nigrescens,
siendo esta Ultima considerada como marcador de
salud periodontal”. Estas especies presentan igua-
les caracteristicas fenotipicas sobre todo por el
color de sus colonias al igual que P. gingivalis.
Prevotella es considerada un comensal de la cavi-
dad bucal y eventualmente oportunista patégeno.
P.gingivalis es fuertemente relacionada con enfer-
medad periodontal y raramente detectada en suje-
tos sanos™'® aunque Van Winkelhoff, en 2002%
sugiere que P. gingivalis, T. forsythia y otros perio-
dontopatogenos pueden ser aislados de sujetos
con y sin destruccion periodontal. Los bacilos que
producen colonias con pigmentacion negra fueron
hallados en un estudio en un 71.1% de sujetos sin
periodontitis; en sujetos con periodontitis halld un
47,1% en sitios sanos y un 87,7% en sitios enfer-
mos. P.gingivalis fue hallada en el 17,8% de suje-
tos con enfermedad periodontal, no asi en sujetos
sanos periodontalmente. Varios estudios han eva-
luado la presencia de microorganismos periodon-
topatogenos por métodos de cultivo para determi-
nar su frecuencia® *" ##2*y hallaron entre un
40,33% y 78,55%. Condorelli en 199825, en su
estudio determind un 78,3% de desarrollo de P.
gingivalis en muestras de liquido crevicular de
pacientes con periodontitis activas y un 34,7% de
sitios inactivos en los mismos pacientes. Menciona
que, en fases tempranas de enfermedad periodon-
tal, pueden detectarse altos niveles de P. gingivalis,
mientras que en bolsas que se hacen recurrentes,
evolucionan a la forma crénica y dan lugar al esta-
blecimiento de otras bacterias modificando la eco-
logia del nicho. En otro estudio® se observd que
Prevotella alcanzaba un 35% de frecuencia frente
a Porphyromonas con sélo el 20%. Estos géneros
estaban acompafnados por otras bacterias anaero-
bias, 15% en el caso de Actinomyces spp, 15%
Bifidobacterium spp, 10% Bacteroides spp y un 5%

Fusobacterium spp. Van Winkelhoff y col, en
198820, hallaron que luego del tratamiento perio-
dontal P. intermedia aumentaba su numero, por lo
que expresaron que la combinacion de ambas pro-
voca fases menos agresivas de enfermedad y esti-
maron que la presencia de P. gingivalis solamente,
determina mas agresion. Lopez, en 200027, hallo
una gran prevalencia de ambos microorganismos
en periodontitis del adulto en sujetos chilenos.

Gamboa en 201428, estudié 30 pacientes con
periodontitis, en 13 (40.33%) de ellos identificé
Prevotella spp, en 4 (13.33%) Porphyromonas spp,
y en 5 (16.67%) Prevotella spp y Porphyromonas
spp juntas, observando que Prevotella spp es la
mas frecuente en todas las edades, vy
Porphyromonas spp, en pacientes mayores de 30
afos, lo que coincide con reportes previos en que
dichas bacterias estan asociadas principalmente
con la periodontitis del adulto®.

En este trabajo se consideraron los estadios
leve, moderado y severo de periodontitis crénicas,
hallando en los tres grados, presencia de
Prevotella spp en variados porcentajes. El mayor
se determind en las periodontitis moderadas coin-
cidiendo con los autores que refieren que
Prevotella spp junto Fusobacterium spp son coloni-
zadores previos a la instalaciéon de P. gingivalis; se
determind la presencia P. gingivalis en 4 pacientes
(66,6%) con periodontitis avanzadas coincidiendo
con Guilarte* en el grupo de edad (mayores de 45
afios) y con Ardila Medina, 2011** que hallo P. gin-
givalis en los pacientes con mayores profundida-
des de bolsa que se corresponden con el grado
severo de periodontitis.

La periodontitis cronica esta fuertemente relacio-
nada con P. gingivalis; su permanencia en forma
cronica depende de su habilidad para evadir ciertas
respuestas del huésped sin inhibir otras bacterias;
el exudado inflamatorio aportado por el fluido crevi-
cular es el origen esencial de sus nutrientes basa-
dos en péptidos y el hierro derivado de la hemina®.
La metodologia convencional por cultivo es la prue-
ba de oro sobre todo porque permite estudios de
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antibiograma®, pero algunas especies bacterianas moderada. Se aislé Prevotella spp en todos los
como P. gingivalis que en muchas ocasiones no estadios de periodontitis crénica y Porphyromonas
puede aislarse primariamente, quizas por su sensi- spp solo en periodontitis severas. B

bilidad al oxigeno convendria en estos casos recu-
rrir a otras técnicas de diagnéstico como PCR para
su identificacién en muestras clinicas.
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Figura 1. Distribucién de grados de periodontitis segtin la profundidad de sondaje
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Tabla 1: Aislamiento de Prevotella spp y Porphyromonas spp de acuerdo al grado
de periodontitis
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