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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
mayorfa de los casos la periodontitis croni-
ca es la mds comin, caracterizada por ser de
evolucién lenta, con formacién de bolsas perio-
dontales, posterior reabsorcién del hueso alveolar,
pérdida y destruccién de piezas dentarias y tejido
6seo. Si bien se reconoce el origen multifactorial
en el desarrollo de la periodontitis, es relevante la
participacién de la microbiota subgingival en la
etiologia de la enfermedad periodontal. Algunas
de las especies bacterianas patdgenas que han
sido asociadas con el desarrollo de la enferme-
dad periodontal son Aggregatibacter actinomyce-
temcomitans, Porphyromonas  gingivalis, Prevotella
intermedia, Iannerella  forsythia, Fusobacterium
nucleatum, entre otras.

En este estudio, nos propusimos investigar cudles
de éstas cinco especies estaban presentes en las
bolsas periodontales de 51 pacientes uruguayos con
periodontitis crénica. Para alcanzar éste objetivo se
utilizé una técnica convencional microbioldgica y
metagenémica (multiplex-PCR). Los resultados
de la técnica convencional microbiolégica 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 demostrd
que las especies de mayor prevalencia fueron £
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 E 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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Introduccion

Las infecciones en la cavidad oral son un gra-
ve problema de salud publica a nivel mun-
dial, debido a su elevada prevalencia en la po-
blacién infantil y adulta. La etiologia de estas
patologias es multifactorial, viéndose involu-
crados factores del hospedero, del ambiente y
factores de cardcter infeccioso. Dentro de las
mismas, debemos destacar el potencial ries-
go de pérdida de piezas dentarias por perio-
dontitis crénica en nifios como en adultos, el
posible desarrollo de endocarditis infecciosa e
incluso la aparicién de cdncer oral y colorec-
tal.(1, 2, 3, 4, 5, 6) En el caso particular de la
periodontitis crénica o enfermedad de los te-
jidos de soporte de las piezas dentarias, cursa
con pérdida de insercién y pérdida ésea (hueso
alveolar horizontal y vertical). Generalmente
esta enfermedad se presenta con mayor preva-
lencia en adultos (> 40 afios), aunque puede
aparecer en las personas en su primera o se-
gunda denticién. Es una enfermedad de lenta
evolucién, donde se reconocen los siguientes
sintomas: inflamacién gingival con edema,
aumento de volumen de la encia, mdrgenes
gingivales redondeados, papilas aplanadas,
sensibilidad gingival, acumulacién de placa
supra y subgingival, formacién de célculos,
una mayor movilidad y exfoliacién dental.
En todas estas circunstancias pueden afectar
a un numero variable de dientes en funcién
de cada individuo, con tasas variables de pro-
gresion.(7, 8) Relacionadas con la aparicién
de la periodontitis se han identificado més de
300 especies bacterianas que se aislaron en los
sacos periodontales, sin embargo, solamente
un bajo porcentaje se consideran de impor-
tancia etiolégica; 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 identificacién 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 composicién de la mi-
crobiota oral de pacientes periodontopdticos,
mediante diferentes metodologias como lo
demuestra el trabajo de Herrera ez al. en Co-
lombia, Espafa y Chile. En América del Sur, la
especie Enucleatum esla 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
brasilefios con periodontitis, las especies P in-
termedia 'y F nucleatum fueron los patdgenos
periodontales con una frecuencia de deteccién
de 67%. Las especies menos prevalentes fue-
ron P, gingivalis (26.7%), 1. 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 (Cdtedra de
Microbiologia de la Facultad de Odontologia,
UDELAR), donde se realiza la identificacién
de los patégenos por medio de metodologias
microbiolégicas convencionales y de los resul-
tados obtenidos se lleva adelante el adecuado
tratamiento de cada paciente. Es de sefialar
que los métodos convencionales de diagnésti-
co directo presentan importantes limitaciones,
como por ejemplo; a) el transporte y conser-
vacién de la muestra; b) el procesamiento de
la misma; d) el tiempo de desarrollo (2 — 14
dias) y la dificultad en el crecimiento del culti-
vo.(15, 16) Es de gran relevancia el empleo de
metodologia metagenémica ,que permite re-
ducir los tiempos en la obtencién de los resul-
tados, aumentar la sensibilidad de deteccién y
especiacion. La metagendmica representa una
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aproximacién al estudio de las comunidades
microbianas, definida como el analisis funcio-
nal y de secuencias de los genomas microbia-
nos colectivos contenidos en una muestra de la
cavidad oral, basindose ya sea en expresién o
secuenciacién.(17, 18) Por ejemplo, la técni-
ca del multiplex-PCR (multiplex - polymerase
chain reaction) es muy utilizada en la detec-
cién directa de la composicién del metageno-
ma de la microbiota a nivel de especie y/o se-
rotipos, sin la necesidad de realizar la siembra,
aislamiento y caracterizacién morfolégica de
patdgenos de dificil y/o lento crecimiento. En
la técnica molecular, se utilizan oligonucles-
tidos complementarios a regiones conservadas
en el ADN de cada especie que codifica a la
subunidad pequena del ARN ribosomal 168,
en este caso con la finalidad de la deteccién de
patdgenos periodontales.(19, 20, 21, 22, 11)
En este trabajo se realizé la rédpida identifica-
cién simultdnea de la microbiota involucrada
en procesos orales, utilizando multiplex-PCR,
en paralelo con una metodologia microbiolé-
gica convencional en 51 pacientes uruguayos
asistidos en la clinica de Periodoncia de la Fa-

cultad de Odontologia, UDELAR.

Metodologia

Seleccién de pacientes.

Se seleccionaron 51 pacientes > 30 anos (23
mujeres y 28 hombres) con cuadro clinico
de periodontitis crénica moderada (PIC =3-
4mm) y avanzada (PIC = 5mm), sangrado
al sondaje, bolsas patolédgicas y pérdida dsea.
El diagnéstico periodontal fue realizado de
acuerdo a los pardmetros 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, cdncer y patologia cardiovas-
cular. Tampoco incluyeron en este estudio a

pacientes con periodontitis inicial, (pacientes
con pérdida de insercién clinica entre 1 a 3
mm) mujeres embarazadas, ni aquellos que
recibieron dos meses antes , tratamientos con
antibidticos y/o antiinflamatorios. Todos los
pacientes fueron informados de la investiga-
cién 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 Odontologia UDELAR,
aprobé el diseno del estudio basindose en la
normativa MERCOSUR vy la Declaracién de
Helsinki sobre la experimentacién en la cual
participan seres humanos.

Muestras.

Se seleccionaron 4 sitios en cada cuadrante
basdndose en el estudio clinico y radiogrifico,
con profundidad de bolsa > 5.0 mm y pér-
dida ésea de = 2.0 mm. Se removié la placa
supragingival evitando sangrado usando gasa
estéril, se seco con rollos de algodén estériles.
Se introdujeron las puntas estériles de papel
medianas (N°25) en lo mds 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 consisti6
en la agitacion rigurosa durante 45 - 60 s y
posteriormente se realizaron diluciones seria-
das en RTESe tomaron 100 pl de la muestra
y se colocaron en un eppendorf con 900 pl
de RTE (1° dilucién: 1:10). De esta se sem-
bré 100 pl ,expandiendo la muestra con una
varilla de vidrio sobre una placa de TSVB:
tripticasa soya, bacitracina (75 pg/ml), vanco-
micina (5.0 pg/ml), 10 ml de suero de caballo
(10%) para el aislamiento de Aggregatibac-
ter actinomycetemcomitans . Se colocaron las
placas en jarra con atmdsfera enriquecida en
CO, , incubdndolas durante 7 dias a 37°C.
Se tomaron 100 pl de la muestra original de
RTE se colocaron en 900 pl de RTE Se toma-

ron 100 pl de éste tubo y se colocaron en otro
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con 900 pl (22 dilucién: 1:100). Se tomaron
100 ply se sembraron en medio agar base con
sangre con menadiona y hemina, y se incuba-
ron durante 14 dias a 37°C en anaerobiosis
estricta. De la muestra original en RTF se to-
maron 500 pl, se almacenaron a -30°C 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).
Identificacién 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 estereoscépica),
técnica de coloracién de Gram , prueba de ca-
talasa (+) y MUG negativa (4-Metilumbeliferil-
B-D-galactésido, para investigar la fermen-
tacién de la lactosa). Se realizé el cdlculo del
numero 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 recuperacién se calculé
a partir del total de UFC por el factor de di-
lucién. Se realizé 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 dilucién.

Cepas control.

Extraccién del metagenoma de la micro-
biota oral.

Las muestras fueron descongeladas y homo-
genizadas durante 30 s con vértex. Posterior-
mente se transfirieron a otro tubo eppendorfy
se centrifugaron a 13.500 rpm durante 3 min.
Se descarté el sobrenadante y nuevamente se
resuspendié el pellet por pipeteo en 500 pl

del buffer RTF durante 5 min. a 100°C. Pos-
teriormente se colocaron en hielo por 5 min.
y luego se centrifugaron a 13500 rpm por 5
min. a 4°C. Finalmente se descarté el pellet y
el sobrenadante conteniendo el metagenoma
microbiano se almacené a -30°C hasta el mo-
mento de realizar los multiplex-PCR.
Extraccién de genomas bacterianos y selec-
cién de oligonucleétidos.

La extraccién del genoma de cada cepa
control, se realizé utilizando el Kit Zymo
BeadTM Genomic DNA (como lo describen
los fabricantes). La determinacién de la con-
centracién del ADN (ng/pl) en cada cepa fue
cuantificada en el NanoDrop 2000.

En la seleccién de los oligonucledtidos espe-
cie-especificos, se utilizé informacién biblio-
gréfica con reportes de los oligonucledtidos
especie-especificos a nivel del 16S ribosomal
en cada cepa control positivo de este estudio.
La optimizacién de las condiciones del mul-
tiplex-PCR se resolvié mediante la adicién de
bases a las secuencias de algunos oligonucleé-

tidos. (Tabla 1 -Figuras 1, 2, 3).
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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 7. forsythia; Carril 5,
control positivo de E nucleatum (Gel de agarosa

1%, GoodView 5%).
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Tabla 1. Cepas bacterianas controles y secuencias de los oligonucleétidos especie-especificos del ARN
ribosomal 168, utilizados en el  multiplex-PCR.

(SED e Secuencias de los Oligonucleoétidos Longitud RO ED

Controles (pb)

Prevotella intermedia 5'- CAG CAC CCA CAA CGA TAT GAT C -3’ 757 (T EL2R7 Lot TiseeT/
(con modificaciones)

(ATCC 25611) 5- CTT TCCATC TTC TCT GCC TGT C -3’

Porphyromonas gingivalis |5- AGG CAG CTT GCC ATACTG CG -3 404 Figuero et al., 2011

(BAA-308) 5'- ACT GTT AGT AAC TAC CGATGT GG -3

Aggregatibacter 5- ATT GGG GTT TAG CCC TGG TG -3' 360 Tran y Rudney; 1996

actinomycetemcomitans

(ATCC 29522) 5-ACG TCATCC CCACCTTCC TC -3

Tannerella forsythia 5- GAT GCT CCT GCT GGG TCT GTT -3 394 Sty LTy 1)
(con modificaciones)

(ATCC 43037) 5- CCG ACACTT CGG ATC GTT TAG -3’

Fusobacterium nucleatum |5- AGG CGA TGATGG 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 oligonucleétidos especie-especificos seleccionados fue requerida en

la optimizacién 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 (DAMF-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 Rgingivalis; Carril 2, muestra
de un paciente que dio positiva la presencia de las especies Rgingivalis y P intermedia; Carril 3, muestra de un
paciente que dio positiva la presencia de Pgingivalis 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 7. 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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Determinacién del limite de deteccién.

El limite mds bajo de deteccién se definié
como el menor nimero de microorganismos
presentes en una muestra que podria ser de-
tectado por el multiplex-PCR. Este proce-
dimiento se realizé por medio de diluciones
seriadas (0 a 1.75x10° células/ml) de una
mezcla de cultivos puros de todas las cepas
que se describen anteriormente.
Multiplex-PCR.

La optimizacién de las condiciones de pro-
gramacién se disenaron conforme a los paré-
metros de cada secuencia de oligonucledtidos
disenadas en este estudio (nt, G+C%, Tm).
Cada mezcla de reaccién (25 pl) contiene
buffer 1.0X PCR (10 mM Tris-HCI, 50 mM
KCI, pH 8.3), 1.5 pl de 2.5 mM dNTPs, 1
mM MgCl2, 10 pmol de cada oligonucleé-
tido (Tabla 1, Figuras 1, 2, 3) y 1.2 U de la
Taq ADN polimerasa y 5 ng del metagenoma
extraido de cada muestra y 2 ng del genoma
de las cepas controles (NanoDrop 2000).

En la deteccién por multiplex-PCR de las
especies P gingivalis y P intermedia, se uti-
lizaron las siguientes condiciones: 1 ciclo de
desnaturalizacién a 95°C por 3 min; 35 ciclos
de 94°C durante 1 min., 55°C por 1 min.,
72°C por 2 min.; y 1 ciclo de extensién final
de 72°C por 5 min.

En la deteccién por multiplex-PCR de las es-
pecies A. actinomycetemcomitans, T. forsythia y
E nucleatum, se utilizaron las siguientes con-
diciones: 1 ciclo de desnaturalizacién a 95°C
por 2 min; 35 ciclos de 94°C durante 30 s.,
57°C por 1 min., 72°C por 2 min.; y 1 ciclo
de extensién final de 72°C por 5 min.

La visualizacién de los resultados de las am-
plificaciones (bandas) se realiz6 en geles de
agarosa al 1.2%, buffer TBE (Tris-borato-
EDTA) 0.5 X, 5% de GoodView, 1% de
cyan/orangeloading buffer; 2 ul del producto
del PCR durante 2h a 80 V. La documenta-
cién se realizé por medio de la obtencién de
fotos digitalizadas obtenidas con el foto docu-

mentador (FOTO/Phoresis; Fotodyne, UV).
Anilisis estadistico.

Los resultados de la multiplex-PCR se efec-
tuaron utilizando frecuencias absolutas en
porcentaje y las condiciones clinicas 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 crénica, fueron proce-
sadas utilizando el método convencional de
cultivos microbioldgicos. Los resultados de
este estudio evidenciaron que un 23 % de los
pacientes presentaban A. actinomycetemcomi-
tans en valores de 3 x 10° UFC/mly un 10%
en un rango del 2-7 x 10* UFC/ml. Se deter-
miné que el 100% de las muestras presenta-
ron bacterias negras pigmentadas anaerobias
(BNPA) en los siguientes porcentajes: 14%
presentaron recuentos menores de 10> UFC/
ml, un 74 % se cuantificé entre el 10° - 10°
UFC/ml y finalmente un 12 % presentaron
recuentos mayores de 10° UFC/ml de mues-
tra. Estos resultados evidenciaron que en to-
dos los pacientes se confirmé 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 adhesidn, agregacién y coagregacién entre
estos géneros que componen la microbiota
gingival. Por ejemplo, se ha demostrado que
E nucleatum es capaz de participar en even-
tos de coagregacién mediante la interaccién
de ciertos lipopolisacdridos que reconocen
y se unen a los O-galactésidos de superficie
de A. actinomycetemcomitans, P gingivalis y
P intermedia.(25, 26) La gran importancia
de éste fendmeno, posiblemente sea el papel
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que juega de “puente” la especie Fnucleatum
en los eventos de colonizacién de la region
subgingival. £ nucleatum puede sobrevivir a
elevadas concentraciones de oxigeno, y es una
de las especies bacterianas mds importante
con funcién de puente entre acrobios y anae-
robios estrictos, participando activamente en
el enlace y establecimiento del consorcio mi-
crobiano.(27)

Los resultados obtenidos mediante la detec-
cién simultdnea de seis especies bacterianas
patdgenas orales de 51 pacientes por multi-
plex-PCR, evidenciaron que un 100% dio
positiva la presencia de £ nucleatum; lo cual
demuestra que es la especie con mayor preva-
lencia en una poblacién uruguaya con perio-
dontitis crénica (Figura 4).

120
100
92

100 88

%)

| Pathog

g 60 a
} 33
i 40 =

20

e

Fn T
Pariodontal Pathogens

Pg Pi Aa

Fig. 4. Grifica con los porcentajes de incidencia de
patdégenos periodontales en los pacientes uruguayos
con periodontitis crénica.

Estos resultados indican que al igual que los
estudios realizados en Chile, la especie de
mayor prevalencia fue £ nucleatum.(11) Esta
informacién es de gran relevancia debido a
que se ha demostrado que F nucleatum puede
colonizar el colon y ser un factor bioldgico
relevante en el desarrollo del carcinoma colo-
rectal. Este tipo de cdncer es el responsable de
aproximadamente 610.000 muertes por afio
de personas en todo el mundo y estd corre-
lacionado clinicamente con la infeccién por
E nucleatum, que se produce principalmente

por via oral.(6) Asimismo, los patégenos 7
forsythia y P gingivalis, también mostraron
elevada prevalencia del 92% y 88%, respec-
tivamente. Estos resultados demuestran que
en la poblacién uruguaya con periodontitis
crénica estos patégenos son los que presen-
tan elevada frecuencia. En comparacién con
los estudios realizados en Colombia y Chile
(1, 11); también se evidenci6é 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 patégenos endé-
genos, o sea, capaces de realizar invasién 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
funcién de los porcentajes de prevalencia, Ga-
jardo y colegas, utilizaron el criterio de con-
siderar que a mayor porcentaje de deteccién
de una especie patdgena, mayor serd la fuerza
de asociacién del patégeno al desarrollo de la
periodontitis crénica. Entonces, segiin este
criterio, en este estudio consideramos a las
especies £ nucleatum, T. forsythia y P gingi-
valis como pat6genos criticos en la asociacién
a la periodontitis crénica y a las especies P
intermedia 'y A. actinomycetemcomitans como
bacterias asociadas a la periodontitis crénica
con menor prevalencia.

Es de importancia destacar que existen fuer-
tes evidencias de la potencial asociacién entre
las enfermedades periodontales y la aparicién
como evolucién de complicaciones cardio-
vasculares en hombres como en mujeres. (28,
29, 30) Por dicha razén, es relevante llegar a
una ripida deteccién y tratamiento en los pa-
cientes, evitando la accién de estos patdgenos
invasivos capaces de favorecer la adherencia a
leucocitos al epitelio vascular, que podrian de-
sarrollar un efecto pro-coagulante entre otros,
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como se ha reportado en la bibliografia.(3)
De la comparacién de nuestros resultados
con los obtenidos en Chile(1, 11), Espana,
Chile, Colombia(31) y Brasil(14) ,podemos
observar que en cada pais varia la especie de
mayor prevalencia. Entonces, posiblemente
las diferencias puedan deberse a varios facto-
res como lo son la existencia de diferencias
raciales, geogréficas, etioldgicas, genéticas,
medioambientales, costumbres y hdbitos 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 colonizacién de las bolsas pe-
riodontales en ambos sexos. Ademds, es muy
posible que el establecimiento y multiplica-
cién de una especie patdgena no sea similar
al de otra especie patégena; 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, fenémeno mediado principalmente
por el nivel hormonal.(32) El origen étnico
probablemente pueda influir en la seleccién
de las especies bacterianas de la microbiota
gingival. Ademds, existen reportes donde se
han observado una predileccién 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 més frecuente en
sujetos caucasianos.

En la figura 5, se observan las valores de la de-
teccién simultdnea y combinada por orden de
incidencias; de los cinco patdgenos periodon-
tales presentes en ambos grupos de pacientes
masculinos y femeninos. Interesantemente, en
el grupo de hombres se observaron los valores

de deteccién simultdnea mds elevados que en
el grupo de mujeres. Ademds, en el grupo de
hombres la co-deteccién de £ nucleatumy T.
forsythia alcanzé el 100%, mientras que en el
grupo de mujeres fue significativamente me-
nor (83%). Con igual tendencia, se observé
la deteccién simultdnea de los tres patégenos
E nucleatum, T forsythiay P gingivalis; la cual
fue del 93% en los hombres y del 70% en las
mujeres. A medida que se incrementa la de-
teccién simultinea (£ nucleatum, 1. forsythia,
P. gingivalis y P intermedia), se observa que
los porcentajes de deteccién disminuyen; sin
embargo, siguen siendo significativamente
mayores en el grupo de los hombres (39%)
que en las mujeres (26%). Finalmente, la de-
teccién simultdnea de todos los patégenos pe-
riodontales de este estudio (& 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 poblacién urugua-
ya con periodontitis crénica. Se plantea en el
sexo masculino el establecimiento de coagre-
gaciones multigenéricas bacterianas, quizis
mayormente favorecido por el microambien-
te hormonal, diferenciado del sexo femenino.
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Fig. 5. Deteccién multiple en porcentajes de los
patégenos periodontales en grupos de hombres y
mujeres.
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Conclusiones

Los resultados de la técnica convencional
microbioldgica evidenciaron la presencia de
33% de la especie A. actinomycetemcomitans
y de 100% de bacterias negras pigmentadas
anaerobias en las muestras. El andlisis de las
secuencias especie-especificas a nivel del ARN
ribosomal 16S por mutiplex-PCR, permitie-
ron la rdpida deteccién a nivel de especie de
cinco patégenos periodontales en muestras
de 51 pacientes de ambos sexos. Dentro de
las especies bacterianas identificadas £ 7nu-
cleatum, fue el tnico patégeno periodontal
que se detectd en todos los pacientes de am-
bos sexos. Las especies patégenas con mayor
prevalencia en una poblacién uruguaya con
periodontitis crénica fueron £ nucleatum, 1.

Jorsythia'y P gingivalis.
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