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Prevalencia de Porphyromonas gingivalis en fluido
gingival y su relacion con la periodontitis.

Prevalence of Porphyromonas gingivalis in gingival fluid
and its relationship with periodontitis.

Maria Rosenda Britos,* Maria Carla Zimmermann,* Silvia Mercedes Ortega®

RESUMEN

Introduccion: la periodontitis es una enfermedad infecciosa multifac-
torial asociada a un biofilm de microorganismos patogenos. Objetivo:
el objetivo del trabajo fue establecer la prevalencia de Porphyromonas
gingivalis en pacientes con periodontitis y relacionarla con la severidad
de la enfermedad. Material y métodos: participaron 45 pacientes,
sistémicamente saludables, con edades entre 35 y 65 anos. El grado de
periodontitis se defini6 segtin los criterios de Papapanou y colaborado-
res. Como grupo control, se incluyeron 20 sujetos de ambos sexos sin
periodontitis y sin enfermedades sistémicas. Se tomaron muestras de
fluido gingival en dos sitios mas profundos. Porphyromonas gingivalis
se detectd por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Resultados:
la frecuencia relativa de periodontitis fue de 13.3% grado I, 46.7%
grado II y 40% grado III. El sexo masculino present6 periodontitis
grado III 72.2% y grado II 52.3%. El grado I se registr6 con mayor
frecuencia en el sexo femenino, 66.7%. La prevalencia de Porphyro-
monas gingivalis en la poblacion con periodontitis fue de 44.4%. Se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas entre los grados
de severidad de periodontitis y la presencia de Porphyromonas gingi-
valis (p=10.0002, .= 5%). Conclusion: la periodontitis predomind en
el sexo masculino. La prevalencia de Porphyromonas gingivalis en la
poblacion con periodontitis cronica fue de 44.4% y su presencia esta
relacionada con la severidad.
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ABSTRACT

Introduction: periodontitis is a multifactorial infectious disease
associated with a biofilm of pathogenic microorganisms. Objective:
the objective of the work was to establish the prevalence of
Porphyromonas gingivalis in patients with periodontitis and relate it
to the severity of the disease. Material and methods: 45 systemically
healthy patients, aged between 35 and 65 years old, participated.
The degree of periodontitis was defined according to the criteria of
Papapanou et al. As a control group, 20 patients of both sexes without
periodontitis and without systemic diseases were included. Gingival
fluid samples were taken from two deeper sites. Porphyromonas
gingivalis was detected by PCR (polymerase chain reaction). Results:
the relative frequency of periodontitis was 13.3% grade I, 46.7%
grade Il and 40% grade III. The male sex presented periodontitis
grade III 72.2% and grade 1I 52.3%. Grade I was recorded more
frequently in the female sex, 66.7%. The prevalence of Porphyromonas
gingivalis in the population with periodontitis was 44.4%. Statistically
significant differences were obtained between the degrees of severity
of periodontitis and the presence of Porphyromonas gingivalis (p =
0.0002, o = 5%). Conclusion: periodontitis predominated in males.
The prevalence of Porphyromonas gingivalis in the population with
chronic periodontitis was 44.4% and its presence is related to severity.
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INTRODUCCION

a periodontitis es una enfermedad infecciosa multi-

factorial, asociada al biofilm subgingival patégeno. En
este proceso prevalece una respuesta inflamatoria crénica
desarrollada por el huésped frente a los microorganismos
del biofilm bacteriano y sus factores de virulencia.'? Estos
factores son moléculas expresadas por los microorganis-
mos en su estructura o secretadas al exterior durante su
ciclo de vida y tienen capacidad para danar los tejidos
del huésped, generando inflamacién y propiciando la
disbiosis.? La disbiosis del microbioma se caracteriza
por un desequilibrio entre las especies microbianas y su
entorno ecoldgico.

Porphyromonas gingivalis (P gingivalis) es una bacteria,
anaerobia estricta, Gram negativa, miembro del micro-
bioma oral humano, agente etiolégico relevante en el
desarrollo de las patologias en los tejidos periodontales
y sus complicaciones.* Posee un gran potencial para co-
lonizar e invadir tejidos y es considerada una pieza clave
en la transformacion del biofilm dental benigno en una
comunidad microbiana patégena al perturbar o trastornar
la inmunidad del huésped y prosperar en condiciones
disbidticas.> Es uno de los microorganismos patobionte®
mejor documentados y el conocimiento actual sobre su
mecanismo de infeccién y factores de virulencia, afirman
su papel como un componente clave en la periodontitis.”
P gingivalis es una especie genéticamente diversa con
capacidad para intercambiar material genético extracro-
mosémico con otras cepas por competencia natural y con-
jugacion. Es un «patégeno clavey, capaz de interrumpir
la homeostasis huésped-microbiota.®? P gingivalis puede
beneficiar a toda la comunidad microbiana al interferir
en la respuesta celular innata mediada por leucocitos
polimorfonucleares y en forma simultanea sobreestimular
la respuesta inflamatoria.'®"? Pese a ser un miembro na-
tural de la ecologfa oral, encontrandose alin en pacientes
sanos, es altamente destructiva, debido a sus numerosos
factores de virulencia.!?

En la microbiota subgingival de nifos y adolescentes
sanos no se encuentra P, gingivalis,'* pero es un patégeno
importante en la periodontitis del adulto; se manifiesta
como un microorganismo oportunista, encontrandose
en una proporcién de 40 a 100% en pacientes con
bolsas periodontales profundas.” Aun a niveles de co-
lonizaciéon muy bajos (< 0.01% del recuento total de
bacterias), induce periodontitis acompanada de altera-
ciones significativas en el nimero y organizacion de las
bacterias comensales orales.!" Estas modificaciones en
la microbiota ocurren poco después de la colonizacion

por P, gingivalis y precede al inicio de la reabsorcion 6sea
mediada por la inflamacién, sugiriendo que la disbiosis
es probablemente la causa de la enfermedad. La preva-
lencia y la proporcién de P gingivalis se correlacionaron
con la severidad y la pérdida de insercion clinica.'® Los
microorganismos periodontopatégenos que pertenecen al
complejo rojo de Socransky como R, gingivalis, se asocian
con la progresion de la periodontitis y se encuentran en
bolsas periodontales més profundas, debido a su necesi-
dad de anaerobiosis estricta; Faveri y colaboradores'®y
Socransky y asociados'” analizaron la relacion entre las
bacterias presentes en la periodontitis y los pardmetros
clinicos; observaron que las bacterias del complejo rojo
mostraban una fuerte asociacién con bolsas profundas.
Las razones sugeridas para tales hallazgos son los niveles
mds altos de anaerobiosis en sitios mas profundos, es
decir, tensién de oxigeno reducida, diferencias en la
temperatura subgingival, requerimiento de hemina u
otras sustancias y un suministro mas facil de materiales
nutricionales del liquido crevicular de la encia. P gingi-
valis induce reacciones adversas con repercusion a nivel
sistémico e incluso puede generar o exacerbar procesos
inflamatorios crénicos que afectan no solamente a la sa-
lud oral, sino también la salud general del huésped. Este
microorganismo estd implicado en enfermedades como:
aterosclerosis, enfermedad cardiovascular, neumonia por
aspiracion, parto prematuro y nacimientos de bajo peso,
artritis reumatoide, diabetes mellitus, entre otras.’®?" En
nuestra region, los datos cientificos en referencia al rol de
las bacterias responsables de la enfermedad periodontal
son escasos. Esta deficiencia puede basarse en la falta de
registros clinicos y epidemiolégicos adecuados, a lo cual se
suman los hechos que la periodontitis sélo se diagnostica
clinicamente, y no estd instalada la cultura del estudio
microbioldgico. El objetivo de este trabajo fue establecer
la prevalencia de P, gingivalis en fluido crevicular de pa-
cientes con periodontitis y relacionarla con la severidad
de la enfermedad periodontal.

MATERIAL Y METODOS

Este es un estudio de tipo descriptivo, transversal, que se
llevé a cabo en el Laboratorio de Investigaciones Cien-
tificas de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional del Nordeste (UNN), Corrientes, Argentina. El
protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética de la
Facultad de Odontologia de la UNN de acuerdo con los
principios de Helsinki.?? Cada participante fue informado
sobre su participacion en el proyecto y firmé el consen-
timiento informado aprobado por el Comité de Bioética
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de la Facultad de Odontologia de la UNN. Resolucién:
245/16 C.D.

Poblacién: participaron en este estudio 45 pacientes
de ambos sexos, sistétmicamente saludables con edades
entre 35y 65 afios que asistieron al Médulo de Patologia y
Diagnéstico Ill de la Facultad de Odontologia de la UNN.

Como grupo control, se incluyeron en el proyecto 20
pacientes de ambos sexos, sin enfermedad periodontal y
sin enfermedades sistémicas.

Los criterios de exclusién, para ambos grupos fue-
ron: embarazo, lactancia, presencia de diabetes u otra
enfermedad sistémica que altera el curso de la enferme-
dad periodontal, terapia periodontal en el Gltimo ano y
utilizacion de antimicrobianos en forma sistémica o tpica
en los seis meses previos al examen clinico y a la toma de
muestras microbiolégicas y edéntulos totales.

Examen clinico: se realizé el examen odontolégico y
odontograma para evaluar la presencia de periodontitis.
Para clasificar la periodontitis se utilizaron los criterios
de Papapanou y colaboradores:?* grado I: pérdida de
insercion clinica 1 a 2 mm, pérdida del tercio coronal <
15%, sin pérdida de 6rganos dentarios; grado II: pérdida
de insercion clinica 3 a 4 mm, pérdida del tercio coronal
entre 15y 33%, sin pérdida de 6rganos dentarios; grado
l1l: pérdida de insercién > 5 mm, pérdida coronal hasta
la mitad del tercio y de raiz y mas alla, 6rganos dentarios
perdidos < 4; grado IV: pérdida de insercién > 5 mm,
pérdida coronal hasta la mitad del tercio y de raiz y mas
all4, érganos dentarios perdidos > 5 (Figura 1).

Toma de muestra de fluido gingival: la inspeccion
clinica odontolégica y la prueba de sondaje fue realizada

Figura 1: Sondeo periodontal para determinar la pérdida de insercion.

Figura 2: Puntas de papel absorbente en el surco gingival para ob-
tener muestras.

Figura 3: Las muestras del surco gingival se colocaron en tubos
Eppendorf.

por un solo operador. En cada paciente, se seleccionaron
dos sitios de muestreo, uno en la arcada superior y otro
en la arcada inferior (con mayor profundidad de sondaje).
La zona se aisl6 con algodén, se removi6 el biofilm supra-
gingival con torunda de algoddn estéril. Se introdujeron
puntas de papel absorbente en el surco gingival del sitio
elegido durante 60 segundos, se colocaron en tubos Ep-
pendorf, que se transportaron bajo refrigeracion, almace-
nandose a -20 °C hasta su procesamiento (Figuras 2 y 3).

Revista ADM 2023; 80 (5): 247-254

www.medigraphic.com/adm



Britos MR y cols. Porphyromonas gingivalis y periodontitis

Extraccion de DNA: se realizé la extraccion de DNA,
utilizando el método de extraccion con CTAB (cetyltri-
methylammonium bromide) segtin Stewart y asociados.”*

Reaccion de PCR: se utilizaron iniciadores especifi-
cos para el gen que codifica una regién conservada del
rRNA (RNA ribosomal) 16S o DNA 16S (gen-housekee-
ping) en P, gingivalis. La especificidad de los iniciadores
se ensayé empleando material genético extraido de la
cepa ATCC® de Porphyromonas gingivalis 33277™ 'y
material genédmico extraido de la cepa SARM (Staphylo-
coccus aureus resistente a meticilina). Se utilizaron los
cebadores descritos en el protocolo de PCR de acuerdo
con Quintero y colegas,”® cuya banda se visualiza a 197
pares de bases (pb). Para comprobar la presencia de
DNA bacteriano en las muestras de fluido gingival, se
realiz6 una PCR de ARNr 16S (procariotas). Se utilizaron
los cebadores BAK4 y BAK11, para la deteccién de RNA
ribosomal 16S en procariotas.

Electroforesis: los productos PCR se separaron por
electroforesis horizontal en gel de agarosa 1.8% en buffer
TBE1X mas GelGreen 10,000x (Biotium, USA). Las bandas
se visualizaron en foto documentador (Figura 4).

Analisis estadistico: se empleo la prueba de indepen-
dencia mediante el estadistico x? con 5% de significancia
afin de comprobar si existe relacion entre las frecuencias

Figura 4: Uso de la electroforesis en matriz de gel para visualizar
los resultados de una PCR. Las bandas de DNA bacteriano se visua-
lizaron en foto documentador.

Tabla 1: Distribucion de los grados de periodontitis.

Clasificacion (grado) n (%)
I 6 (13.3)
1T 21 (46.7)
I 18 (40.0)
16

M
I |
Il
Grado

Figura 5: Frecuencia de distribucion de la gravedad de periodontitis
seguin el sexo.
M = masculino. F = femenino.

M
12
10
8
6
4
2
0

F
[l

F
u
|
|

con que se presentan los valores de las variables cuali-
tativas. El andlisis estadistico fue realizado mediante el
software InfoStat 2019.2¢

RESULTADOS

La edad promedio de los pacientes evaluados fue de 40
+ 8.87 anos y la distribucién relativa segtin el sexo fue de
36% femenino y 64% masculino. El promedio de edad
en el grupo control fue de 42 + 9.57 afos.

El indice de O’Leary, que mide la presencia de placa
dental (biofilm), arroj6 un promedio de 39.42% en el sexo
femenino y 41.90% en el masculino.

La distribucion de frecuencias del grado de periodonti-
tis en los pacientes evaluados se presenta en la Tabla 7. Se
observé mayor frecuencia de periodontitis severa (72.2%)
y moderada (53.2%) en pacientes del sexo masculino. La
periodontitis leve se registr6 con mayor frecuencia en el
sexo femenino (66.7%). La severidad de la periodontitis
seglin el sexo se distribuy6 de acuerdo con lo que se
muestra en la Figura 5.

La prevalencia de P, gingivalis en la poblacién estudia-
da, utilizando la técnica de PCR, fue de 44.4%. Se obtuvo
mayor prevalencia de P gingivalis en periodontitis severas.
La distribucion de prevalencia del microorganismo segin
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los pardmetros clinicos y la severidad de la enfermedad
periodontal se expone en la Figura 6.

Se obtuvo una prevalencia de 15% de P, gingivalis en
el grupo control. La relacién entre las variables frecuencia
de deteccién de P gingivalis y los diferentes grados de
severidad de periodontitis se exhibe en la Tabla 2.

La relacion entre la presencia de P, gingivalis y el estado
de salud periodontal se expone en la Tabla 3.

DISCUSION

Las enfermedades periodontales constituyen un problema
de salud publica y su prevalencia y gravedad aumentan
con la edad.?” Se estudiaron en este trabajo individuos
con edades comprendidas entre 35 y 65 aios, en coin-
cidencia con Botello y colaboradores.?® La periodontitis
predominé y presenté mayor severidad en el sexo mas-
culino, similares resultados hallaron Bansal y asociados,?’
Garcia-Conde y colegas,*® Sekhon y su equipo,’' y
AlJehani,*? que atribuyen los resultados a los hébitos de
higiene. Mientras que Ruggieri A y su grupo®? sostienen
que existe influencia de las hormonas en la respuesta
inmunoldgica. En este estudio el grado Il de periodontitis
fue la mas prevalente. Sin embargo, Serrano y colaborado-
res’* hallaron una prevalencia de periodontitis severa de
63, 26, 11% de periodontitis moderada y leve. De igual
modo Gjermo y asociados®® reportaron una prevalencia
de 49% de periodontitis crénica en pacientes adultos en
Argentina; mientras que Gamonal y colegas,*® en Chile,
encontraron pérdida severa de insercién clinica de 39%
en adultos jovenes entre 35-44 afios y 69% en adultos
mayores entre 65-74 afos. El uso de PCR para la detec-
cién de P gingivalis en muestras del biofilm subgingival
muestra rangos de prevalencia muy variables, de 28 a
97.4%.%7-%0 En Asia*'"** han informado prevalencias que

Leve I —

Moderada [723.8 I
Severa 83.3 [ ]
0 20 40 60 80 100
Porcentaje
PCR Positivo B Negativo

Figura 6: Distribucion de los resultados de PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa) segun la severidad de la periodontitis.

Tabla 2: Frecuencia de deteccion de P. gingivalis en relacion

con los grados de enfermedad periodontal.

Grado

PCR I II 111 Total p

No detectable 6 16 3 25
Detectable 0 5 15 20
Total 6 21 18 45

0.0002*

PCR = reaccion en cadena de la polimerasa. * y? de Pearson.

Tabla 3: Relacion entre la presencia de P. gingivalis y el

estado de salud periodontal.

Con Sin
PCR periodontitis  periodontitis  Total p
No detectable 25 17 42  0.0219*
Detectable 20 3 23
Total 45 20 65

PCR = reaccion en cadena de la polimerasa.* y? de Pearson.

varian de 60 a 95%; en Japén y en China,*> 70%. Rams
y su grupo® observaron una prevalencia de 87% en Es-
tados Unidos y de 78% en Brasil. En el presente trabajo,
P gingivalis fue detectado en 44.4% de los pacientes con
periodontitis; este resultado coincide con los hallados por
Stefony M*” que reporté una prevalencia de 40%. Farias
y colaboradores*® encontraron una prevalencia similar de
46.6%. Delgado y asociados*” reportaron una prevalencia
de 27.27%. Mujica Troncoso y colegas®® detectaron P
gingivalis en 31.3%. Sin embargo, Badanian y su equipo®’
hallaron una prevalencia de 85%. Van Winkelhoff y aso-
ciados®? registraron P, gingivalis con prevalencia de 67%;
mientras que Herrera y colaboradores®* en més de 65%.
Rojas y socios detectaron P, gingivalis en 73.3% y en 46.6,
73.3 'y 100% en sujetos con las formas leve, moderada
y severa de la enfermedad.”* Kulkarni y coparticipes,”
Slots,*® Takeuchi y colegas,'” Bazzano y asociados®” y
Kumawat RM vy colaboradores®® detectaron P gingivalis
con mds frecuencia en sitios con bolsas periodontales
profundas, con pérdida severa de insercion y aumento
de la inflamacion. P gingivalis es considerada una de las
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bacterias mas relevantes en la enfermedad periodontal,
pero también esta presente en pacientes periodontal-
mente sanos, en 23 a 36.6%.°? En este estudio, el grupo
control presenté una frecuencia de P gingivalis del 15%.
Otros autores como Kumawat RM,*® Corona Martinez
JD %y Silla MR®T también encontraron una frecuencia de
16.6, 23 y 10% en pacientes sin enfermedad periodontal.
Bascones y colaboradores” 16 a 23%, en pacientes sin
periodontitis.

CONCLUSION

Concluimos que la periodontitis prevaleci6 en el sexo
masculino. La prevalencia de P, gingivalis en la poblacion
con periodontitis cronica fue de 44.4% y la presencia P
gingivalis estd relacionada con la existencia y severidad
de la periodontitis.
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