Int. J. Odontostomat.,
11(1):13-18, 2017.

Deteccion de Porphyromonas gingivalis en
Pacientes Adultos con Periodontitis Cronica

Porphyromonas gingivalis Detection in Adult Patient with Chronic Periodontitis

Arce Paniagua Marion'; Ulloa Carmona Marcelo'; Pozo Hernandez Patricia? & Bravo Bown Joel'

ARCE, M; ULLOA, M; POZO, P & BRAVO-BOWN, J. Deteccion de Porphyromonas gingivalis en pacientes adultos con
periodontitis crénica. Int. J. Odontostomat., 11(1):13-18, 2017.

RESUMEN: Se realiz6 la deteccion de Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) en pacientes adultos con periodontitis
cronica que se atendieron en la Clinica de Periodoncia de la Universidad de Antofagasta, a través de técnicas de microbio-
logia convencional y técnica de biologia molecular. fueron obtenidas muestras de fluido gingival crevicular de 37 pacientes
con periodontitis crénica, con conos de papel (N° 30) por 20 segundos del sitio periodontal mas severo de cada cuadrante,
posteriormente se realizé cultivo microbiolégico en agar sangre y se detecté la presencia de P. gingivalis a través de
técnicas de microbiologia convencional (lupa estereoscépica y fluorescencia) y técnica de biologia molecular (reaccion en
cadena de la polimerasa). se detectd con lupa estereoscopica colonias pigmentadas de negro en el 75,7 % de las muestras
(n=28), de ellas el 67,9 % fueron positivas para P. gingivalis con la técnica de fluorescencia (n=19). A través de la reaccion
en cadena de la polimerasa se pudo confirmar que el 84,2 % de las colonias positivas por fluorescencia correspondian a P.
gingivalis (n=16). En la poblacion de estudio analizada es posible concluir que existe una alta prevalencia de P. gingivalis en
la microbiota subgingival de los pacientes con periodontitis cronica lo que ha sido detectado a través de técnicas de micro-
biologia convencional y mediante la reaccién en cadena de la Polimerasa. Los pacientes fumadores presentaron mayor

presencia de P. gingivalis que los no fumadores.
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INTRODUCCION

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) es una
bacteria Gram-negativa anaerdbica estricta pigmentada
de negro (Darveau et al., 1997), miembro fundamental
de la microbiota patégena en varias enfermedades
periodontales caracterizadas por la pérdida de hueso
alveolar (Holt & Ebersole, 2005). Se ha demostrado
que este microorganismo posee la capacidad de ad-
herirse a una diversidad de tejidos, entre ellos los teji-
dos periodontales, invadir las células anfitrionas y mul-
tiplicarse. Para lograr esto utiliza diferentes componen-
tes bacterianos como son: fimbrias, proteasas,
hemaglutininas y lipopolisacaridos (LPS) (Holt et al.,
1999). Es importante observar la prevalencia de este
patégeno periodontal por su alta patogenicidad y ca-
pacidad infectiva. Las discrepancias encontradas en
los estudios de prevalencia de distintas localidades
geograficas se han explicado por diferencias étnicas y
de habitos o costumbres (Zhao et al., 2007).

En Antofagasta no se han realizado estudios de
deteccion de P. gingivalis en los pacientes con enfer-
medad periodontal, y dadas las discrepancias antes
mencionadas es importante comenzar a desarrollar es-
tudios sobre esta materia.

El objetivo general del estudio fue detectar bac-
teria P. gingivalis en un grupo de pacientes adultos
con periodontitis cronica atendidos en el Departamen-
to de Odontologia de la Universidad de Antofagasta,
Chile. Ademas, se plantearon los siguientes obsejtivos
especificos: detectar mediante técnicas de microbio-
logia convencional (fluorescencia y morfologia colo-
nial) la presencia de P. gingivalis; detectar mediante
técnica de biologia molecular (reaccion en cadena de
la polimerasa) la presencia de P. gingivalis y determi-
nar diferencias en la deteccion de P. gingivalis segun
habito tabaquico.

'Departamento de Odontologia. Facultad de Medicina y Odontologia Universidad de Antofagasta, Antofagasta, Chile.

2Universidad Catolica del Norte, Antofagasta, Chile.
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MATERIAL Y METODO

Disefo del estudio. Se realiz6 un estudio clinico de
naturaleza observacional prospectivo transversal y
descriptivo, en el cual se recolecté muestras de fluido
gingival crevicular de 20 pacientes adultos diagnosti-
cados con periodontitis crénica y que cumplian con
los criterios de inclusion.

Criterios de inclusién.

- Pacientes adultos de 18 a 65 afios de edad atendi-
dos en Clinica de Periodoncia de la Universidad de
Antofagasta.

- Presencia de periodontitis crénica (sacos
periodontales =a 5 mm y pérdida en el nivel de inser-
cion clinico = a 3 mm)

- Sin tratamiento antibiético ni terapia periodontal en
los ultimos 6 meses.

Consideraciones éticas. Todos los pacientes firma-
ron un consentimiento informado (previamente valida-
do por el Comité de Etica de la Universidad de
Antofagasta).

Toma de muestras y recoleccion de los datos. Se
utilizé una ficha clinica especial para la recoleccion de
los datos. Después de aislar el area con torundas de
algodon y secar cuidadosamente con aire, se eliminé
la placa supragingival con cureta estéril y se tomé una
muestra de fluido gingival crevicular, utilizando dos
conos de papel estéril (N°35) por 20 segundos (Fig.
1). El sitio elegido fue aquel que present6é una mayor

Fig. 1.Técnica de obtencion de muestra microbiolégica con
cono de papel. Se aisla la zona con torundas de algodon, se
eliminar la placa bacteriana con cureta, se seca con jeringa
triple, se introduce un cono de papel estéril (n° 30) en el
surco gingival por 20 segundos.
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profundidad de son-
daje en cada cua-
drante. Los conos se
depositaron en un
tubo eppendorf con 1
ml. de medio de trans-
porte RTF (fluido de
transporte reducido)
frio sin EDTA (Fig. 2),
los que fueron trans-
portados inmediata-
mente al Laboratorio
del Departamento de
Odontologia, a una
temperatura de 4 °C
(en hielo), para su
posterior siembra an-
tes de 2 horas.

Cultivo Microbiol6-
gico. Las muestras
de placa subgingival
fueron dispersadas 'y
mezcladas por 45 se-
gundos agitando en
un vértex-mixer, se-
guido de diluciones
seriadas en PBS (bu-
ffer fosfato pH 7,4) de
la suspension
bacteriana manteni-
da en el RTF. Un vo-
lumende 100 pldela
dilucion adecuada
(10%), se sembré en
agar sangre. Las pla-
cas fueron incubadas
en condiciones de
anaerobiosis a 35 °C
hasta 14 dias, en ja-
rra con generador de
atmosfera anaerobia
(Anaerogen) (Fig. 3).

Técnicas de Micro-
biologia convencio-
nal. Una vez transcu-
rrido el periodo de
incubacion se efec-
tué un analisis para
la diferenciacion en-
tre los géneros
Prevotella y

Fig. 2. Medio de transporte en
eppendorf. La muestra
microbiolégica es transportada al
laboratorio en un tubo eppendorf
que contiene RTF.

Fig. 3. Siembra Microbioldgica.
Posterior a la realizacion de las
diluciones seriadas, se siembra
en medios de cultivo agar sangre
hemina menadiona, las placas de
cultivo son mantenidas en una ja-
rra de anaerobiosis con genera-
dor de atmdsfera anaerobia.
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Porphyromonas. Las placas se sometieron a la accion
directa de Luz UV de onda larga (360 nm) suspendi-
dos en metanol puro. La presencia de fluorescencia
negativa (color negro), indica que los microorganismos
pertenecen al género Porphyromonas (Fig. 4). Poste-
riormente se efectud un analisis macroscopico bajo
lupa estereoscoépica, para identificar las colonias
pigmentadas de negro (Fig. 5). Se escogieron 8 colo-
nias bacterianas pigmentadas de negro por paciente,
en lo posible eligiendo cada colonia con diferente mor-
fologia. Inmediatamente fueron resembradas cada una
por separado en placas de agar sangre hemina-
menadiona no selectivo e incubadas en condiciones
de anaerobiosis a 35 °C durante 7 a 10 dias (Fig. 6).

Fig. 4. Técnica de Fluorescencia. Una vez obtenidas las colonias
pigmentadas de negro se deposita una o dos en un tubo de en-
sayo con metanol y se hace incidir luz UV 360 nm. Las colonias
que presenten fluorescencia negativa son P. gingivalis y las con
fluorescencia positiva Prevotella intermedia.

-

Fig. 6. Recultivo de colonias de P. gingivalis de diferente
morfologia. Se tomaron 8 colonias pigmentadas de negro
de distinta morfologia y fueron resembradas cada una por
separado en placas de agar sangre hemina-menadiiona no
selectivo.

La cuantificacion de bacterias se realizé median-
te la observacion del numero de colonias encontradas
en las placas de agar bajo lupa estereoscoépica y a
partir de ésta medida se determin6 la microbiota total
cultivable, expresandolo como unidades formadoras
de colonia (UFC) por ml de medio de transporte (RTF).

Fig. 5. Placa de cultivo agar
sangre menadiona con colo-
nias de microorganismos.
Las placas de cultivo fueron

analizadas con lupa
estereoscopica para detec-
cion de bacterias

pigmentadas de negro.
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Técnica de Biologia Molecular

Extraccion de DNA. Se realizo la extraccion de DNA
bacteriano desde los recultivos de P. gingivalis de
acuerdo al protocolo propio de un kit comercial
(Genomic DNA Purification Kit) especializado en bac-
terias y/o cultivos celulares.

Identificacion mediante Reaccién en cadena de la
Polimerasa (PCR). Se utilizo la metodologia descrita
por Park y cols. Se utilizaron los partidores Pgf (5'-
TGTAGATGACTGATGGTGAAAACC - 3") y C11R (5'-
ACGTCATCCCCACCTTCCTC - 3). Los tubos de PCR
contenian los siguientes reactivos en 25 pl de volu-
men final: Buffer 10X 2,5 pl, MgCI2 50 mM 2 pul, mez-
cla equimolar de desoxirribonuclestidos dATP, dGTP,
dTTP, dCTP 1 pl, 1 pl del partidor Pgf 1 pl del partidor
C11R, 0,2 pl de Taq polimerasa 2,5 U, agua Mili Q
12,3 pl y 5 pl de ADN gendmico. La amplificacion del
ADN fue realizada en un termociclador de la siguiente
forma: 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 30
seg., alineamiento a 60 °C por 1 min. y extension 72°C
por 1,30 min. Ademas, se contempl6 un paso inicial
de desnaturalizacién a 95 °C por 3 min. y una exten-
sion final de 72°C por 10 min.

RESULTADOS

Las caracteristicas demograficas y clinicas se
resumen en la tabla | (nUmero de sujetos de estudio
con periodontitis cronica localizada (PCL) y genera-
lizada (PCG), edad (promedio en afios + desviacion
estandar), sexo (F: femenino; M: masculino), profun-
didad de sondaje y nivel de insercién clinico (NIC)
(promedio en mm y desviacion estandar), indice de
placa bacteriana y de sangrado (% promedio y des-
viacion estandar).

De los 37 pacientes muestreados se obtuvo
un promedio de 1239,32 x 10 UFC de los cuales 28
(75,7 %) fueron positivo para pigmentados de negro
(Fig. 7), de ellas el 67,9% fueron positivas para P.
gingivalis segun técnica de fluorescencia (promedio
de 337,92 UFC x 10* que corresponde al 24,1 % de
colonias por paciente) (Fig. 8). A través de la reac-
cién en cadena de la polimerasa se pudo confirmar
que el 84,2 % de las colonias positivas por fluores-
cencia correspondian a P. gingivalis (Fig. 9).

Al categorizarlos por habito tabaquico, se ob-
tuvo que el 93,8 % de los pacientes que fuman po-
seen P. gingivalis en su microbiota oral.

Deteccién de Colonias Pigmentadas
de Negro (Lupa Estereoscépica)
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Fig. 7. Deteccion de colonias pigmentadas de negro. De las
36 muestras analizadas, 28 fueron positivas para colonias
pigmentadas de negro con técnica de lupa estereoscopica
(75,7 %).

Tabla I. Caracteristicas demograficas y clinicas. Numero de sujetos de estudio con
periodontitis cronica localizada (PCL) y generalizada (PCG), edad (promedio en afios
+ desviacion estandar), género (F: femenino; M: Masculino), profundidad de sonda-
je y nivel de insercion clinico (NIC) (promedio en mm. y desviacion estandar), indice
de placa bacteriana y de sangrado (% promedio y desviacion estandar).

Parametro PCL PCG Total

Sujetos (n) 14 37
Edad 44,8 +13.2 448 + 11,1 44,8 +12,3
Sexo (%) F: 65,2 M: 34,8 F: 50 M: 50 F: 59 M:41
Prof. de Sondaje (mm) 55+0,7 59+0,8 56 +0,7
NIC (mm) 49+1,1 6,1+1,9 54+1,6
indice de Placa (%) 97,8 +7,2 94,6 + 20,0 96,6 + 13,3
Sangrado al Sondaje (%) 95,7 +12,3 98,2+ 6,7 96,6 + 10,4
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Fig. 8. Deteccion de P. gingivalis a través de técnica de Fluo-
rescencia. De las 28 muestras positivas para pigmentados
de negro, 19 fueron positivas para P. gingivalis (67,9 %).
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Fig. 9. Deteccion de colonias pigmentadas de negro. De las
19 muestras positivas para P. gingivalis por fluorescencia,
16 fueron también positivas a través de PCR (84.2 %).

DISCUSION

El presente trabajo detect6é una alta prevalencia
de P. gingivalis (75,7 %) en los cultivos microbiolégicos,
encontrando en promedio 24,1 % de UFC por paciente.
Esto concuerda con resultados obtenidos en diferentes
estudios realizados en Chile y en el mundo. Gajardo et
al. (2005) estudiaron 17 pacientes con periodontitis cro-
nica en la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile en Santiago, obteniendo un 76,47 % de P.
gingivalis en cultivo microbiolégico de muestras de pla-
ca subgingival. Herrera et al. (2008) estudiaron 37 pa-
cientes con periodontitis crénica, que acudieron a la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile en

Santiago, y obtuvo un 83,8 % de prevalencia en la de-
teccion microbioldgica de P. gingivalis con un 34,01 %
de UFC por paciente. Comparé ademas sus resultados
con los obtenidos en Colombia y Espafia donde se obtu-
v0 65,9 %y 77,8 % respectivamente con una proporcion
de 5,49 %y 22,1 % de UFC por paciente (Herrera et al.).

Lépez et al. (2004) estudiaron 26 pacientes con
periodontitis cronica en la ciudad de Santiago, determi-
nd que de entre las 40 especies bacterianas analiza-
das, todas, excepto Prevotella intermedia, colonizaron
mas del 75 % de los sitios y 25 especies colonizaron
mas del 90 % de los sitios, entre las que se encuentran
las bacterias del complejo rojo (T. forsythiay T. denticola),
y P. gingivalis como la mas prevalente.

Goodson et al. (1991) analizaron por sonda de
DNA 113 adultos con periodontitis encontrandose un 70
% de sitios infectados con P. gingivalis. Dahlén et al.
(1996) analizaron a 20 adultos de una zona rural en
Kenya obteniendo un 70 % de P. gingivalis, en compa-
racion con otras bacterias del complejo rojo. Herrera et
al. (2008) analizaron 84 pacientes con periodontitis cro-
nica, residentes de Bogota, Colombia, obteniendo un
60,7 % de P. gingivalis, mediante cultivo microbioldgico
en comparacion con otras bacterias pertenecientes a
placa subgingival.

Takeuchi et al. (2003) analizaron a 35 pacientes
con periodontitis cronica en Japén, detectando que P.
gingivalis fue detectada mas frecuentemente en sitios
con mayor pérdida en los niveles de insercién clinica
(NIC). Lo que concuerda con nuestro estudio, donde P.
gingivalis es encontrado en pacientes con un promedio
en la pérdida del NIC de 5,6 mm (Takeuchi et al.).

Rams et al. (1997) examinaron 1800 muestras
subgingivales de pacientes con periodontitis, la propor-
cién media de P. gingivalis en la microbiota fue del 23
%, en comparacion con otras bacterias periodontales.

Al relacionar el habito tabaquico con la presencia
de P. gingivalis, se obtuvo que de los pacientes fuma-
dores un 93,8 % presenta dicha bacteria en compara-
cion con un 71,4 % de los pacientes no fumadores. De
acuerdo al estudio de Ardila Medina et al. (2010) 64,4 %
de 76 pacientes fumadores con periodontitis crénica
presentaban P. gingivalis. Estos resultados son coinci-
dentes con los obtenidos por nuestro grupo de investi-
gacion en el que los pacientes fumadores presentaron
menor porcentaje de sangrado al sondaje, mayores pro-
fundidades de sondaje y perdida en los niveles de in-
sercion clinica comparados con los no fumadores. Esto

17



ARCE, M; ULLOA, M; POZO, P & BRAVO-BOWN, J. Deteccion de Porphyromonas gingivalis en pacientes adultos con periodontitis cronica. Int. J. Odontostomat., 11(1):13-18, 2017.

también se demostrd en otros estudios como los de
Eggert et al. (2001), Haffajee & Socransky (2001), van
Winkelhoff et al. (2001), Stoltenberg et al. (1993) y
Zambon (1996), entre otros.

Es posible concluir que en la poblacion de estu-
dio existe una alta prevalencia de P. gingivalis en la
microbiota subgingival de los pacientes con periodontitis
cronica, lo que ha sido detectado a través de técnicas
de microbiologia convencional y mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa. Por otra parte, los pacien-
tes fumadores presentaron mayor presencia de P.
gingivalis que los no fumadores.

ARCE, M; ULLOA, M; POZO, P & BRAVO-BOWN, J.
Porphyromonas gingivalis detection in adult patient with chronic
periodontitis. Int. J. Odontostomat., 11(1):13-18, 2017.

SUMMARY: The detection of Porphyromonas gingivalis
(P. gingivalis) was performed in adult patients with chronic
periodontitis treated at the Clinic of Periodontology in the
University of Antofagasta, through of microbiology techniques
conventional and molecular biology. Were obtained samples
of gingival crevicular fluid with paper cones (N° 30) for 20
seconds of the more severe periodontal site in each quadrant,
37 patients were studied with chronic periodontitis, subsequent
microbiological culture was performed on blood agar and the
presence of P, gingivalis was detected through conventional
microbiology techniques (fluorescence and stereomicroscope)
and molecular biology technique (polymerase chain reaction).
There was detected with stereomicroscope pigmented black
in 75.7 % of the samples, of which 67.9 % were positive for P,
gingivalis with the fluorescence technique. Through the
polymerase chain reaction it was confirmed that 84.2 % of
fluorescence positive colonies corresponded to P. gingivalis.
In the population analyzed can conclude that there is a high
prevalence of P. gingivalis in the subgingival microbiota of
patients with chronic periodontitis which has been detected
through techniques of conventional microbiology and by
polymerase chain reaction. The smokers had a higher presence
of P. gingivalis than nonsmokers.

KEY WORDS: Periodontitis  chronic,
Porphyromonas gingivalis, Polymerase chain reaction
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