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Resumen
Las enfermedades  periodontales  son un significa-
tivo problema mundial a nivel de salud humana. 
Décadas de investigaciones,  evidencian que en la  
mayoría  de  los  casos  la  periodontitis   cróni-
ca  es  la  más  común,  caracterizada por  ser  de  
evolución  lenta,  con  formación  de  bolsas perio-
dontales,  posterior reabsorción  del hueso alveolar, 
pérdida y destrucción  de piezas dentarias y tejido 
óseo. Si bien se reconoce el origen multifactorial  
en el desarrollo  de la periodontitis,  es relevante  la 
participación  de la microbiota  subgingival  en la 
etiología  de la enfermedad periodontal.  Algunas  
de  las  especies  bacterianas  patógenas  que  han  
sido  asociadas  con  el  desarrollo  de  la  enferme-
dad  periodontal  son Aggregatibacter  actinomyce-
temcomitans, Porphyromonas  gingivalis,  Prevotella  
intermedia,  Tannerella  forsythia,  Fusobacterium  
nucleatum, entre  otras. 
En  este  estudio,  nos  propusimos  investigar  cuáles  
de éstas  cinco  especies  estaban  presentes  en las  
bolsas  periodontales  de 51 pacientes uruguayos con 
periodontitis  crónica. Para alcanzar éste objetivo se 
utilizó una técnica convencional  microbiológica  y 
metagenómica (multiplex-PCR).  Los  resultados  
de  la técnica  convencional  microbiológica  eviden-
ciaron  la presencia  de  A. actinomycetemcomitans  
(33%)  y de bacterias  negras  pigmentadas  anae-
robias  (100%) en   las  muestras.  De  los  resulta-
dos  obtenidos  en  la multiplex-PCR,  se  demostró  
que  las especies de mayor prevalencia  fueron F. 
nucleatum (100%), T. forsythia (92%) y P. gingivalis 
(88%). Por el contrario, las especies de menor preva-
lencia  fueron P. intermedia (39%) y A. actinomyce-
temcomitans (33%).

Abstract
Periodontal diseases are a major problem in human 
health. Decades of research have shown that the 
most common disease is chronic periodontitis, cha-
racterized by a slow evolution with the formation 
of periodontal pockets, subsequent alveolar bone 
resorption, loss and destruction of teeth and bone 
tissue. While we know the multifactorial origin of 
the development of periodontitis, the participation 
of subgingival microbiota is relevant in the etiology 
of periodontal disease. Some pathogenic bacteria 
species that have been associated with the develo-
pment of periodontal disease are Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, 
Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Fusobac-
terium nucleatum, among others. In this work we 
studied which of these five species were present in 
the periodontal pockets of 51 Uruguayan patients 
with chronic periodontitis. To achieve the results a 
conventional microbiological technique and meta-
genomics (multiplex-PCR) were used. 
The results of the microbiological conventional 
technique showed the presence of A. actinomycete-
mcomitans (33%) and black pigmented anaerobic 
bacteria (100%) in the samples. From the results 
obtained in the multiplex-PCR we saw that the 
most prevalent species were F. nucleatum (100%), 
T. forsythia (92%) and P. gingivalis (88%). In con-
trast, lower prevalence species were P. intermedia 
(39%) and A. actinomycetecomitans (33%). 
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Introducción
Las infecciones en la cavidad oral son un gra-
ve problema de salud  pública a nivel mun-
dial, debido a su elevada prevalencia en la po-
blación infantil y adulta. La etiología de estas 
patologías es multifactorial, viéndose involu-
crados factores del hospedero, del ambiente y 
factores de carácter infeccioso. Dentro de las 
mismas, debemos destacar el potencial ries-
go de pérdida de piezas dentarias por perio-
dontitis crónica en niños como en adultos, el 
posible desarrollo de endocarditis infecciosa e 
incluso la aparición de cáncer oral y colorec-
tal.(1, 2, 3, 4, 5, 6) En el caso particular de la 
periodontitis crónica o enfermedad de los te-
jidos de soporte de las piezas dentarias, cursa 
con pérdida de inserción y pérdida ósea (hueso 
alveolar horizontal y vertical). Generalmente 
esta enfermedad se presenta con mayor preva-
lencia en adultos (> 40 años), aunque puede 
aparecer en las personas en su primera o se-
gunda dentición. Es una enfermedad de lenta 
evolución, donde se reconocen los siguientes 
síntomas: inflamación gingival con edema, 
aumento de volumen de la encía, márgenes 
gingivales redondeados, papilas aplanadas, 
sensibilidad gingival, acumulación de placa 
supra y subgingival, formación de cálculos, 
una mayor movilidad y exfoliación dental. 
En todas estas circunstancias pueden afectar 
a un número variable de dientes en función 
de cada individuo, con tasas variables de pro-
gresión.(7, 8) Relacionadas con la aparición 
de la periodontitis se han identificado más de 
300 especies bacterianas que se aislaron en los 
sacos periodontales, sin embargo, solamente 
un bajo porcentaje se consideran de impor-
tancia etiológica; como el grupo de bacilos 
anaerobios Gram negativos pigmentados 
pertenecientes a los géneros Porphyromonas, 
Prevotella, Bacteroides y Fusobacterium, de la 
familia Bacteroidaceae. A su vez, en estudios 
realizados hacia la identificación de las espe-

cies como potenciales indicadores de riesgo 
en el desarrollo de periodontitis, se encuen-
tran: Aggregatibacter actinomycetemcomitans 
(Aa), Porphyromonas gingivalis (Pg), Prevote-
lla intermedia (Pi), Tannerella forsythia (Tf ) 
y Fusobacterium nucleatum (Fn), entre otros.
(7, 9, 10) 
A nivel mundial, se han intensificado las in-
vestigaciones sobre la composición de la mi-
crobiota oral de pacientes periodontopáticos, 
mediante diferentes metodologías como lo 
demuestra  el trabajo de Herrera et al.  en Co-
lombia, España y Chile. En América del Sur, la 
especie F.nucleatum  es la de mayor prevalencia 
en Chile (90%)(11); sin embargo en Colom-
bia dos especies presentaron una prevalencia 
del 80%, P. gingivalis y T. forsythia.(12, 13) 
En las investigaciones realizadas en pacientes 
brasileños con periodontitis, las especies P. in-
termedia y F. nucleatum fueron los patógenos 
periodontales con una frecuencia de detección 
de 67%. Las especies  menos prevalentes fue-
ron P. gingivalis (26.7%), T. forsythia (20%) y 
A. actinomycetemcomitans (13%).(14)
En el Uruguay, por su parte, desde la déca-
da de los 90’ se realizan seguimientos de los 
pacientes con infecciones orales (Cátedra de 
Microbiología de la Facultad de Odontología, 
UDELAR), donde se realiza la identificación 
de los patógenos por medio de metodologías 
microbiológicas convencionales y de los resul-
tados obtenidos se lleva adelante el adecuado 
tratamiento de cada paciente. Es de señalar 
que los métodos convencionales de diagnósti-
co directo presentan importantes limitaciones, 
como por ejemplo; a) el transporte y conser-
vación de la muestra; b) el procesamiento de 
la misma; d) el tiempo de desarrollo (2 – 14 
días) y la dificultad en el crecimiento del culti-
vo.(15, 16) Es de gran relevancia el empleo de  
metodología metagenómica ,que permite re-
ducir los tiempos en la obtención de los resul-
tados, aumentar la sensibilidad de detección y 
especiación. La metagenómica representa una 



25Detección y prevalencia de patógenos periodontales de una población con periodontitis crónica en Uruguay mediante metodología convencional y metagenómica.

aproximación al estudio de las comunidades 
microbianas, definida como el análisis funcio-
nal y de secuencias de los genomas microbia-
nos colectivos contenidos en una muestra de la 
cavidad oral, basándose ya sea en expresión o 
secuenciación.(17, 18) Por ejemplo, la técni-
ca del multiplex-PCR (multiplex - polymerase 
chain reaction) es muy utilizada en la detec-
ción directa de la composición del metageno-
ma de la microbiota a nivel de especie y/o se-
rotipos, sin la necesidad de realizar la siembra, 
aislamiento y caracterización morfológica de 
patógenos de difícil y/o lento crecimiento. En 
la  técnica molecular, se utilizan oligonucleó-
tidos complementarios a regiones conservadas 
en el ADN de cada especie que codifica a la 
subunidad pequeña del ARN ribosomal 16S, 
en este caso con la finalidad de la detección de 
patógenos periodontales.(19, 20, 21, 22, 11)
En este trabajo se realizó la rápida identifica-
ción simultánea de la microbiota involucrada 
en procesos orales, utilizando multiplex-PCR, 
en paralelo con  una metodología microbioló-
gica convencional en 51 pacientes uruguayos 
asistidos en la clínica de Periodoncia de la Fa-
cultad de Odontología, UDELAR.

Metodología
Selección de pacientes.
Se seleccionaron 51 pacientes ≥ 30 años (23 
mujeres y 28 hombres) con cuadro clínico 
de periodontitis crónica moderada (PIC =3-
4mm) y avanzada (PIC ≥ 5mm), sangrado 
al sondaje, bolsas patológicas y pérdida ósea. 
El diagnóstico periodontal fue realizado de 
acuerdo a los parámetros de la Academia 
Americana de Periodoncia (AAP)(23), con al 
menos  12 dientes presentes excluyendo el ter-
cer molar, sin previo tratamiento periodontal; 
pacientes libres de diabetes, artritis, colitis ul-
cerativas, VIH, cáncer y patología cardiovas-
cular. Tampoco incluyeron en este estudio a 

pacientes con periodontitis inicial,  (pacientes 
con pérdida de inserción clínica entre 1 a 3 
mm) mujeres embarazadas, ni aquellos que 
recibieron dos meses antes , tratamientos con 
antibióticos y/o antiinflamatorios. Todos los 
pacientes fueron informados de la investiga-
ción y aceptaron firmar en presencia de un 
testigo un consentimiento, de acuerdo a las 
Normas del MERCOSUR. El comité de éti-
ca de la Facultad de Odontología UDELAR, 
aprobó el diseño del estudio basándose en la 
normativa MERCOSUR y la Declaración de 
Helsinki sobre la experimentación en la cual 
participan seres humanos.
Muestras.
Se seleccionaron 4 sitios en cada cuadrante 
basándose en el estudio clínico y radiográfico, 
con profundidad de bolsa ≥ 5.0 mm y pér-
dida ósea de ≥ 2.0 mm. Se removió la placa 
supragingival evitando sangrado usando gasa 
estéril, se secó con rollos de algodón estériles. 
Se introdujeron las  puntas estériles de papel 
medianas (Nº25) en lo más profundo de la 
bolsa y se dejaron durante 15 s. Se colocaron 
en 1.5 ml de medio reducido RTF (Reduced 
Transport Fluid).(24) Cada muestra presen-
taba 8 puntas de papel que fueron procesadas 
inmediatamente. El procedimiento consistió 
en la agitación rigurosa durante 45 - 60 s y 
posteriormente se realizaron diluciones seria-
das  en RTF.Se tomaron 100  μl de la muestra 
y se colocaron en un eppendorf con 900 μl 
de RTF. (1º dilución: 1:10). De esta se sem-
bró 100 μl ,expandiendo la muestra con una 
varilla de vidrio  sobre una placa de TSVB: 
tripticasa soya, bacitracina (75 μg/ml), vanco-
micina (5.0 μg/ml), 10 ml de suero de caballo 
(10%)  para el aislamiento de Aggregatibac-
ter actinomycetemcomitans . Se colocaron las 
placas en jarra con atmósfera enriquecida en 
CO2 , incubándolas durante 7 días a 37ºC.
Se tomaron 100 μl de la muestra original de 
RTF, se colocaron en 900 μl de RTF. Se toma-
ron 100 μl de éste tubo y se colocaron en otro 
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con 900 μl (2ª dilución: 1:100). Se tomaron 
100 μl y se sembraron en medio agar base con 
sangre con menadiona y hemina, y se incuba-
ron  durante 14 días a 37ºC en anaerobiosis 
estricta. De la muestra original en RTF se to-
maron 500 μl, se almacenaron a -30ºC y lue-
go fueron utilizadas en los multiplex-PCR .
Se utilizaron las siguientes cepas  como con-
troles positivo: Aggregatibacter actinomycete-
mcomitans (ATCC 29522), Porphyromonas 
gingivalis (BAA-308), Prevotella intermedia 
(ATCC 25611), Tannerella forsythia (ATCC 
43037) y Fusobacterium nucleatum (ATCC 
25586) y como control negativo la cepa de 
Escherichia coli (ATCC 47076). 
Identificación y recuento de colonias.
Las colonias presuntivas de A. actinomycetem-
comitans fueron identificadas por la presencia 
de  una estructura semejante a una estrella en 
el interior de las colonias (lupa estereoscópica), 
técnica de coloración de Gram , prueba de  ca-
talasa (+) y MUG negativa (4-Metilumbeliferil-
β-D-galactósido, para investigar la fermen-
tación de la lactosa). Se realizó el cálculo del 
número total de unidades formadoras de colo-
nias por mililitro de cada muestra (UFC/ml) a 
partir de los medios de cultivo sembrados. El 
porcentaje relativo de recuperación se calculó 
a partir del total de UFC por el factor de di-
lución. Se realizó el recuento de unidades for-
madoras de colonias de bacterias pigmentadas 
anaerobias de cada muestra. En general no se 
identificaron especies de las colonias pigmen-
tadas y se contaron todas las UFC pigmenta-
das por factor de dilución.
Cepas control. 
Extracción del metagenoma de la micro-
biota oral.
Las muestras fueron descongeladas y homo-
genizadas durante 30 s con vórtex. Posterior-
mente se transfirieron a otro tubo eppendorf y 
se centrifugaron a 13.500 rpm durante 3 min. 
Se descartó el sobrenadante y nuevamente se 
resuspendió el pellet por pipeteo en 500 μl 

del buffer RTF durante 5 min. a 100ºC. Pos-
teriormente se colocaron en hielo por 5 min. 
y luego se centrifugaron a 13500 rpm por 5 
min. a 4ºC. Finalmente se descartó el pellet y 
el sobrenadante conteniendo el metagenoma 
microbiano se almacenó a -30ºC hasta el mo-
mento de realizar los multiplex-PCR.
Extracción de genomas bacterianos y selec-
ción de oligonucleótidos.
La extracción del genoma de cada cepa 
control, se realizó utilizando el Kit Zymo 
BeadTM Genomic DNA (como lo describen 
los fabricantes). La determinación de la con-
centración del ADN (ng/μl) en cada cepa fue 
cuantificada en el NanoDrop 2000.
En la selección de los oligonucleótidos espe-
cie-específicos, se utilizó información biblio-
gráfica con reportes de los oligonucleótidos 
especie-específicos a nivel del 16S ribosomal 
en cada cepa control positivo de este estudio. 
La optimización de las condiciones del mul-
tiplex-PCR se resolvió mediante la adición de 
bases a  las secuencias de algunos oligonucleó-
tidos. (Tabla 1 -Figuras 1, 2, 3).

Fig 1. Productos de PCR en gel de agarosa: Carril 1, 
marcador de peso molecular 100pb (DMF-50, sbs); 
Carril 2, control positivo de A. actinomycetemco-
mitans; Carril 3, control positivo de P. gingivalis; 
Carril 4, control positivo de T. forsythia; Carril 5, 
control positivo de F. nucleatum (Gel de agarosa 
1%, GoodView 5%).
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Tabla 1. Cepas bacterianas controles y secuencias de los oligonucleótidos  especie-específicos del ARN 
ribosomal 16S, utilizados en el    multiplex-PCR.

Cepas Bacterianas 
Controles Secuencias de los Oligonucleótidos Longitud Referencias

(pb)

Prevotella intermedia 5’- CAG CAC CCA CAA CGA TAT GAT C -3’ 757 Guillot y Mouton; 1997
(con  modificaciones)*

(ATCC 25611) 5’- CTT TCC ATC TTC TCT GCC TGT C -3’
Porphyromonas gingivalis 5’- AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG -3’ 404 Figuero et al., 2011
(BAA-308) 5’- ACT GTT AGT AAC TAC CGA TGT GG -3’
Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans 5’- ATT GGG GTT TAG CCC TGG TG -3’ 360 Tran y Rudney; 1996

(ATCC 29522) 5’- ACG TCA TCC CCA CCT TCC TC -3’

Tannerella forsythia 5’- GAT GCT CCT GCT GGG TCT GTT -3’ 394 Guillot y Mouton; 19
(con modificaciones)*

(ATCC 43037) 5’- CCG ACA CTT CGG ATC GTT TAG -3’
Fusobacterium nucleatum 5’- AGG CGA TGA TGG GTA GCC -3’ 214 Miyagawa et al., 2008
(ATCC 25586) 5’- AGC CGT CAC TTC TTC TGT TG -3

*las modificaciones se colocan en negrita, en la secuencia de los oligonucleótidos especie-específicos seleccionados fue requerida en 
la optimización de la técnica de multiplex PCR. ATCC = American Type Culture Collection.

Fig 2. Productos de PCR en gel de agarosa: Carril 1, marcador de peso molecular 100pb (DMF-50, sbs); Carril 2, 
control positivo de A. actinomycetemcomitans; Carriles 3-6, muestras de diferentes pacientes que dieron positiva la 
presencia de A. actinomycetemcomitans; Carril 7, control positivo de P. gingivalis; Carril 8, muestra de un paciente que 
dio positiva la presencia de P. gingivalis; Carril 9, muestra de paciente que dio negativa la presencia de P. gingivalis; 
Carriles 10-11, muestras de diferentes pacientes que dieron positiva la presencia de P. gingivalis; Carril 12, control 
positivo de P. intermedia; Carril 13, muestra de un paciente que dio positiva la presencia de P. intermedia; Carril 14, 
muestra de un paciente que dio negativo P intermedia (Gel de agarosa 1%, GoodView 5% ).

Fig 3. Productos de multiplex-PCR en gel de agarosa: Carril 1, control positivo de P.gingivalis; Carril 2, muestra 
de un paciente que dio positiva la presencia de las especies P.gingivalis y P. intermedia; Carril 3, muestra de un 
paciente que dio positiva la presencia de P.gingivalis y negativa P. intermedia; Carriles 4-5, muestras de pacien-
tes que dieron positiva  la presencia de P. gingivalis y P. intermedia; Carril 6, muestra de un paciente que dio 
positiva la presencia de P. gingivalis y negativa P. intermedia; Carril 7, muestra de un paciente que dio positiva 
la presencia de las especies P. gingivalis y P. intermedia; Carril 8, marcador de peso molecular 100pb (DMF-
50, sbs); Carril 9, control positivo de la especie T. forsythia; Carriles 10-14, muestras de pacientes que dieron 
positiva la presencia de la especie T. forsythia (Gel de agarosa 1%, GoodView 5% ).
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Determinación del límite de detección.
El límite más bajo de detección se definió 
como el menor número de microorganismos 
presentes en una muestra que podría ser de-
tectado por el multiplex-PCR. Este proce-
dimiento se realizó por medio de diluciones 
seriadas (0 a 1.75x106 células/ml) de una 
mezcla de cultivos puros de todas las cepas 
que se describen anteriormente.
Multiplex-PCR.
La optimización de las condiciones de pro-
gramación se diseñaron conforme a los pará-
metros de cada secuencia de oligonucleótidos 
diseñadas en este estudio (nt, G+C%, Tm). 
Cada mezcla de reacción (25 μl) contiene 
buffer 1.0X PCR (10 mM Tris-HCl, 50 mM 
KCl, pH 8.3), 1.5 μl de 2.5 mM dNTPs, 1 
mM MgCl2, 10 pmol de cada oligonucleó-
tido (Tabla 1, Figuras 1, 2, 3) y 1.2 U de la 
Taq ADN polimerasa y 5 ng del metagenoma 
extraído de cada muestra y 2 ng del genoma 
de las cepas controles (NanoDrop 2000).
En la detección por multiplex-PCR de las 
especies P. gingivalis y P. intermedia, se uti-
lizaron las siguientes condiciones: 1 ciclo de 
desnaturalización a 95ºC por 3 min; 35 ciclos 
de 94ºC durante 1 min., 55ºC por 1 min., 
72ºC por 2 min.; y 1 ciclo de extensión final 
de 72ºC por 5 min.
En la detección por multiplex-PCR de las es-
pecies A. actinomycetemcomitans, T. forsythia y 
F. nucleatum, se utilizaron las siguientes con-
diciones: 1 ciclo de desnaturalización a 95ºC 
por 2 min; 35 ciclos de 94ºC durante 30 s., 
57ºC por 1 min., 72ºC por 2 min.; y 1 ciclo 
de extensión final de 72ºC por 5 min.
La visualización de los resultados de las am-
plificaciones (bandas) se realizó en geles de 
agarosa al 1.2%, buffer TBE (Tris-borato-
EDTA) 0.5 X, 5% de GoodView, 1% de 
cyan/orangeloading buffer; 2 μl del producto 
del PCR durante 2h a 80 V. La documenta-
ción se realizó por medio de la obtención de 
fotos digitalizadas obtenidas con el foto docu-

mentador (FOTO/Phoresis; Fotodyne, UV).
Análisis estadístico.
Los resultados de la multiplex-PCR se efec-
tuaron utilizando frecuencias absolutas en 
porcentaje y las condiciones clínicas fueron 
comparadas mediante el Test Student-T con 
un nivel de significancia < 0.05.

Resultados
Un total de 51 muestras colectadas de pacien-
tes con periodontitis crónica, fueron proce-
sadas utilizando el método convencional de 
cultivos microbiológicos. Los resultados de 
este estudio evidenciaron que un 23 % de los 
pacientes presentaban A. actinomycetemcomi-
tans  en valores de 3 x 105  UFC/ml y un 10% 
en un rango del 2-7 x 104 UFC/ml. Se deter-
minó que el 100% de las muestras presenta-
ron bacterias negras pigmentadas anaerobias 
(BNPA) en los siguientes porcentajes: 14% 
presentaron recuentos menores de 105 UFC/
ml, un 74 % se cuantificó entre el 105 - 106 
UFC/ml y finalmente un 12 % presentaron 
recuentos mayores de 106 UFC/ml de mues-
tra. Estos resultados evidenciaron que en to-
dos los pacientes se confirmó la presencia de 
BNPA en las bolsas periodontales. Si se tiene 
en cuenta, que dentro del grupo de las BNPA 
cuantificados en los cultivos probablemente 
se encuentren algunos de los géneros Por-
phyromonas, Prevotella y Fusobacterium, en-
tonces, se puede estar estableciendo eventos 
de adhesión, agregación y coagregación entre 
estos géneros que componen la microbiota 
gingival. Por ejemplo, se ha demostrado que 
F. nucleatum es capaz de participar en even-
tos de coagregación mediante la interacción 
de ciertos lipopolisacáridos que reconocen 
y se unen a los O-galactósidos de superficie 
de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y 
P. intermedia.(25, 26) La gran importancia 
de éste  fenómeno, posiblemente sea el papel 
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que  juega de “puente” la especie F.nucleatum 
en los eventos de colonización de la región 
subgingival. F. nucleatum puede sobrevivir a 
elevadas concentraciones de oxígeno, y es una 
de las especies bacterianas más importante 
con función de puente entre aerobios y anae-
robios estrictos, participando activamente en 
el enlace y establecimiento del consorcio mi-
crobiano.(27) 
Los resultados obtenidos mediante la detec-
ción simultánea de seis especies bacterianas 
patógenas orales de 51 pacientes por multi-
plex-PCR, evidenciaron que un 100% dio 
positiva la presencia de F. nucleatum; lo cual 
demuestra que es la especie con mayor preva-
lencia en una población uruguaya con perio-
dontitis crónica (Figura 4).

Fig. 4. Gráfica con los porcentajes de incidencia  de 
patógenos periodontales en los pacientes uruguayos 
con periodontitis crónica.

Estos resultados indican que al igual que los 
estudios realizados en Chile, la especie de 
mayor prevalencia fue F. nucleatum.(11) Esta 
información es de gran relevancia debido a 
que se ha demostrado que F. nucleatum puede 
colonizar el colon  y ser un factor biológico 
relevante en el desarrollo del carcinoma colo-
rectal. Este tipo de cáncer es el responsable de 
aproximadamente 610.000 muertes por año 
de personas en todo el mundo y  está corre-
lacionado clínicamente con la infección por 
F. nucleatum, que se produce principalmente 

por vía oral.(6) Asimismo, los patógenos T. 
forsythia y P. gingivalis, también mostraron 
elevada prevalencia del 92% y 88%, respec-
tivamente. Estos resultados demuestran que 
en la población uruguaya con periodontitis 
crónica estos patógenos son los que presen-
tan elevada frecuencia. En comparación con 
los estudios realizados en Colombia y Chile 
(1, 11); también se evidenció que la especie 
P. gingivalis, presenta una elevada prevalencia 
como en Uruguay . La gran importancia de la 
elevada prevalencia de ambos, radica en pri-
mera instancia, de que son patógenos endó-
genos, o sea, capaces de realizar invasión del 
tejido epitelial y permitir la entrada de otros 
microorganismos oportunistas como Herpes 
virus, Candidas spp., entre otros. Por  el con-
trario, P. intermedia y A. actinomycetemcomi-
tans fueron detectados con menor frecuencia 
del 49% y 33%, respectivamente (Fig. 4). En 
función de los porcentajes de prevalencia, Ga-
jardo y colegas, utilizaron el criterio de con-
siderar que a mayor porcentaje de detección 
de una especie patógena, mayor será la fuerza 
de asociación del patógeno al desarrollo de la 
periodontitis crónica. Entonces, según este 
criterio, en este estudio consideramos a las 
especies F. nucleatum, T. forsythia y P. gingi-
valis como patógenos críticos en la asociación 
a la periodontitis crónica y a las especies P. 
intermedia y A. actinomycetemcomitans como 
bacterias asociadas a la periodontitis crónica 
con menor prevalencia.
Es de importancia destacar que existen fuer-
tes evidencias de la potencial asociación  entre  
las enfermedades periodontales y la aparición 
como evolución de complicaciones cardio-
vasculares en hombres como en mujeres.(28, 
29, 30) Por dicha razón, es relevante llegar a 
una rápida detección y tratamiento en los pa-
cientes, evitando la acción de estos patógenos 
invasivos capaces de favorecer la adherencia a 
leucocitos al epitelio vascular, que podrían de-
sarrollar un efecto pro-coagulante entre otros, 
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como se ha reportado en la bibliografía.(3)
De la comparación de nuestros resultados 
con los obtenidos en Chile(1, 11), España, 
Chile, Colombia(31) y Brasil(14) ,podemos 
observar que en cada país varía la especie de 
mayor prevalencia. Entonces, posiblemente 
las diferencias puedan deberse a varios facto-
res como lo son la existencia de diferencias 
raciales, geográficas, etiológicas, genéticas, 
medioambientales, costumbres y hábitos de 
higiene oral. 
Las diferencias significativas detectadas entre 
el grupo de hombres y el grupo de mujeres, 
probablemente se puedan deber a los dife-
rentes factores y mecanismos involucrados en 
los eventos de colonización de las bolsas pe-
riodontales en ambos sexos. Además, es muy 
posible que el establecimiento y multiplica-
ción de una especie patógena no sea similar 
al de otra especie patógena; o que una especie 
bacteriana pueda ser favorecida por las con-
diciones medioambientales de un hospedero 
pero no en otros hospederos. Klinger y cole-
ga, determinaron que los nutrientes disponi-
bles al consorcio bacteriano dentro de la bolsa 
periodontal es muy diferente entre hombres y 
mujeres, fenómeno mediado principalmente 
por el nivel hormonal.(32) El origen étnico 
probablemente pueda influir en la selección 
de las especies bacterianas de la microbiota 
gingival. Además, existen reportes donde se 
han observado una predilección de microor-
ganismos por una determinada etnia, por 
ejemplo la especie P. gingivalis se encuentra 
mayoritariamente asociada a los pacientes 
afroamericanos con periodontitis; mientras 
que F. nucleatum parece ser más frecuente en 
sujetos caucasianos. 
En la figura 5, se observan las valores de la de-
tección simultánea y combinada por orden de 
incidencias; de los cinco patógenos periodon-
tales presentes en ambos grupos de pacientes 
masculinos y femeninos. Interesantemente, en 
el grupo de hombres se observaron los valores 

de detección simultánea más elevados que en 
el grupo de mujeres.  Además, en el grupo de 
hombres la co-detección de  F. nucleatum y T. 
forsythia alcanzó el 100%, mientras que en el 
grupo de mujeres fue significativamente me-
nor (83%). Con igual tendencia, se observó 
la detección simultánea de los tres patógenos 
F. nucleatum, T. forsythia y P. gingivalis; la cual 
fue del 93% en los hombres y del 70% en las 
mujeres. A medida que se incrementa la de-
tección simultánea (F. nucleatum, T. forsythia, 
P. gingivalis y P. intermedia), se observa que 
los porcentajes de detección disminuyen; sin 
embargo, siguen siendo significativamente 
mayores en el grupo de los hombres (39%) 
que en las mujeres (26%). Finalmente, la de-
tección simultánea de todos los patógenos pe-
riodontales de este estudio (F. nucleatum, T. 
forsythia, P. gingivalis, P. intermedia y A. acti-
nomycetecomitans), revelaron valores del 18% 
en el grupo de los hombres y del 13% en el 
grupo de las mujeres (Figura 5). Estos resul-
tados sugieren que la microbiota subgingival 
difiere significativamente entre el grupo de 
hombre y mujeres de una población urugua-
ya con periodontitis crónica. Se plantea en el 
sexo masculino el establecimiento de coagre-
gaciones multigenéricas bacterianas, quizás 
mayormente favorecido por el microambien-
te hormonal, diferenciado  del sexo femenino.

Fig. 5. Detección múltiple en porcentajes de los 
patógenos periodontales en grupos de hombres y 
mujeres.
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Conclusiones
Los resultados de la técnica convencional 
microbiológica evidenciaron la presencia de 
33% de la especie A. actinomycetemcomitans 
y de 100% de bacterias negras pigmentadas 
anaerobias en las muestras. El análisis de las 
secuencias especie-específicas a nivel del ARN 
ribosomal 16S por mutiplex-PCR, permitie-
ron la rápida detección a nivel de especie de 
cinco patógenos periodontales en muestras 
de 51 pacientes de ambos sexos. Dentro de 
las especies bacterianas identificadas F. nu-
cleatum, fue el único patógeno periodontal 
que se detectó en todos los pacientes de am-
bos sexos. Las especies patógenas con mayor 
prevalencia en una población uruguaya con 
periodontitis crónica fueron F. nucleatum, T. 
forsythia y P. gingivalis.

Agradecimientos
Agradecemos el soporte técnico que realizó 
la Escuela de Graduados de la Facultad de 
Odontología-UDELAR, a Paul Gaytán, Jor-
ge Yáñez y Eugenio López por la síntesis de 
oligonucleótidos IBT-UNAM (México).

Referencias
1. Gajardo M, Silva N, Gómez L, León R, 

Parra B, Contreras A, Gamonal J. Pre-
valence of Periodontopathic  Bacteria  
in  Aggressive  Periodontitis Patients in 
a Chilean Population.J. Periodontol. 
2005;76: 289-294.

2. Bertl  K, Zatorska  B, Leonhard M, Ma-
tejka  M, Schneider-Stickler B. Anaero-
bic  and  microaerophilic  pathogens  in 
the  biofilm formation on voice prosthe-
ses: A pilotstudy. Laryngoscope. 2011; 
6. 10.1002/lary.23193. [Epub ahead of 
print].

3. Figuero E., Sánchez M., Cuesta S., Teje-

rina J., Del Castro J., Gutiérrez J., Herre-
ra D., Sanz M. Detection of Periodontal  
Bacteria in Atheromatous  Plaque by Nes-
ted Polymerase Chain Reaction. J. Perio-
dontol.2011; 82(10): 1469-1477.

4. Byakodi R, Krishnappa R, Keluskar V, 
Bagewadi A, Shetti A. The microbial  flo-
ra associated with oral carcinomas. Quin-
tessence Int.2011;42(9): 118-123.

5. Cao  H,  Qi  Z,  Jiang  H,  Zhao  J,  Liu-
Tang. Detection of Porphyromonas   en-
dodontalis, Porphyromonas gingivalis  and 
Prevotella intermedia in  primary en-
dodontic infections in  a  Chinese popu-
lation. Int. Endod.  J.  2012  Mar  19.  doi: 
10.1111/j.1365-2591.2012.02035.x. 
[Epubahead of print].

6. Castellarin M, Warren RL, Freeman  JD, 
Dreolini L, Krzywinski  M, Strauss J, Bar-
nes R, Watson  P, Allen-Vercoe E, Moore 
RA, Holt RA. Fusobacterium nucleatum 
infection is prevalent in human colorectal 
carcinoma. Genome Res.2012; 22(2): 299-
306.

7. Albandar JM. Periodontal diseases in 
North America. Periodontol 2000.2002; 
29:31-69.

8. Bascones-Martinez A F. Las enferme-
dades  periodontales como infeccio-
nes bacterianas. Av Periodon Implan-
tol.2005;17(3):147-56. (Albandar; 
Kleonatas et al.; Ghizoni et al.).

9. Kleontas A, Asteriou C, Efstathiou A, 
Konstantinou E, Tsapas C, Barbetakis N. 
Actinomyces israelii: a rare cause ofthorac-
icempyema. Tuberk Toraks.2011; 59(4): 
399-401.

10. Ghizoni JS, Taveira LA, Garlet GP, Ghi-
zoni MF, Pereira JR, Dionísio TJ, Brozos-
ki DT, Santos CF, Santana AC. Increased  
levels of Porphyromonas gingivalis are as-
sociated with ischemic and hemorrhagic  
cerebrovascular  disease in humans: an in 
vivo study. J. Appl. Oral Sci.2012; 20(1): 



32 Papone V, Verolo C, Zaffaroni L, Batlle A, Capo C, Bueno L, Gamonal J, Silva N, Soria S

104-112.
11. Mujica  TC., Castillo-Ruiz  M., Daille 

LK., Fuentevilla  A., Bittner  M.  Co-
detection  of Periodontal  Pathogens  in 
Chilean  Patients with Chronic Periodon-
titis. Rev. Clin. Periodoncia Implantol. 
Rehabil. Oral.2010;3(3): 118-122.

12. Fayad I., Lafaurie  G., Contreras A., Cas-
tillo D., Barón M.  Microflora subgingi-
val en periodontitis  crónica y agresiva  en 
Bogotá, Colombia: un acercamiento epi-
demiológico. Biomédica., 2007;27(1);16-
20.

13. Medina A., Montoya A., Zuluaga G.  
Perfil microbiológico  subgingival de pa-
cientes con periodontitis  crónica en una 
población de Colombia. Avances en Pe-
riodoncia.2012;24(1): 47-53.

14. Taba M Jr., Souza SL., Mariguela VC.  
Periodontal disease: a genetic perspective. 
Braz Oral Res.2012; 1:32-38.

15. Papone V, Batlle A. Porphyromonas   gin-
givalis. Su relación con  Periodontitis Rá-
pidamente Progresiva. Odontología   de 
Postgrado.1997;3(4):  51-55.

16. Papone V, Morteo G. Un patógeno peri-
odontal virulento Actinobacillus acti-
nomycetemcomitans. Actas odontológicas 
.2005;2(1): 43-47.

17. Handelsman J, Rondon MR, Brady  
SF, Clardy J, Goodman  RM. Mo-
lecular biological access  to the che-
mistry of unknown soil microbes: 
a new frontier for natural products.
Chemistry&biology.1998;5(10), R245-
R249.

18. Rondon MR, August PR, Bettermann  
AD, Brady SF, Grossman  TH, Liles MR, 
Loiacono KA, Lynch BA, MacNeil IA, 
Minor C, Tiong CL, Gilman M, Osbur-
ne MS, Clardy J, Handelsman  J, Good-
man  RM. Cloning the Soil Metagenome: 
a Strategy  for Accessing the Genetic and 
Functional Diversity of Uncultured Mi-

croorganisms. Appl.Environmental Mi-
crobiology.2000;66(6): 2541-2547.

19. Mullis KB, Ferré F, Gibbs R. The Polyme-
rase chain reaction. Optimization of Mul-
tiplex PCRs. Ed. Birkhäuser.1994; Boston. 
38-54. 

20. Tran SD, Rudney JD. Multiplex PCR 
Using conserved and species-specific  16S 
rRNA gene primers for simultaneous  de-
tection of Actinobacillus  actinomycetemco-
mitans and Porphyromonas  gingivalis. J. 
Clin. Microb.1996; 34 (11): 2674–2678.

21. Tran SD, Rudney JD.  Improved  Mul-
tiplex  PCR using conserved  and spe-
cies-specific 16S rRNA gene primers for 
simultaneous detection of Actinobacillus  
actinomycetemconitans, Bacteroides for-
sythus and Porphyromonas gingivalis. J. 
Clin. Microb. 1999;35(11):3504-3508.

22. Willis SG., Smith KS., DUNN VL., Gap-
ter LA., Riviere KH., Riviere GR.  Iden-
tification  of Seven Treponema Species in 
Health- and Disease-Associated Dental 
Plaque by Nested PCR. American Society 
Microbiology. 1999;37(3): 867-869.

23. Armitage, G.Development of a classi-
fication system for periodontal diseases 
and conditions. Annals of Peridontology 
.1999;4, 1-6. 

24. Syed SA., Loesche WJ. Survival of Human 
Dental Plaque Flora in Various Transport 
Media. App. Microbiology.,1972; 24(4): 
638-644. 

25. Kolenbrander PE. Multispecies commu-
nities: interspecies interactions influence 
growth on saliva as sole nutritional sour-
ce. Int J Oral Sci.2011; 3: 49-54.

26. Rosen  G,  Nisimov I,  Helcer  M,  Sela  
M. Actinobacillus actinomycetemcomitans  
Serotype b Lipopolysaccharide  Mediates 
Coaggregation with Fusobacterium  nu-
cleatum. Inf Immunity.2003 71(6): 3652–
3656.

27. Huang R., Li M., Gregory R.  Bacterial 


