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RESUMEN
Objetivo: Determinar las bacterias mas frecuentes de la
enfermedad periodontal mediante el uso de las técnicas de
biologia molecular mds concretamente a través de la PCR.
Diseiio del articulo: Se trata de un estudio multicén-
trico de 33 pacientes, 20 con enfermedad periodontal
agresiva cuyas profundidades de bolsas oscilan entre 10 y
4 mm y 13 con enfermedad periodontal cronica cuyas
profundidades de bolsas oscilan entre los 9 y 4 mm.
Ambos tipos de enfermedad presentaban una serie de sin-
tomas.
Se rellena una ficha periodontal disenada por nosotros
y posteriormente se tomaron las muestras de PCR.
Resultados: Obtuvimos que las bacterias mads frecuen-
tes son: la Tannerella forsythensis (Tf) que se presento en
29 de los 33 sujetos, seguida de la Prevotella interme-
dia (Pi) en 26 sujetos, y después la Porphyromona
gingivalis (Pg) que fue observada en 25 pacientes. La
Treponema denticola se presenté en 21 de los 33
pacientes, seguido del Actinobacillus actinomycetem-
comitans (Aa), que se presenta en 7 pacientes, y por
altimo la Fusobacterium nucleatum, que fue de la
menor presencia, detectandolos en 5 pacientes.
Conclusion: Llegamos a la conclusion de que las
bacterias mas frecuentes en la enfermedad periodon-
tal son: la Tannerella forsythensis, la Porphyroma gin-
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Diagnastico de las bacterias

mas frecuentes

de la enfermedad periodontal

a través de la PCR

givalis, la Treponema denticola y la Actinobacillus acti-
nomycetemcomitans.
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INTRODUCCION

La periodontitis se define como “una enfermedad infla-
matoria de los tejidos soporte de los dientes causada por
microorganismos o grupos de microorganismos especifi-
cos que producen la destruccion progresiva del ligamento
periodontal y el hueso alveolar con formacion de bolsa,
recesion o ambas” (1).

El World Workshop del Clinical Periodontics en 1996
describe Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa),
Porphyromonas gingivalis (Pg) y Tannarella forsythensis
(Tf) (Bacteroides forsythus) como microorganismos rele-
vantes asociados con la enfermedad periodontal (2).
Desde luego existen otras bacterias como Prevotella inter-
media (Pi), Treponema denticola (Td), Fusobacterium
nucleatum (Fn) o Eikenella corrodens (Ei), que han sido
aceptadas también como bacterias periodontopatogenas.
Son bacterias Gram (-) que necesitan requisitos anaero-
bios ( 3).

Moore y Moore, Haffajee y Socransky (4), en 1994,
sugieren que existen diferencias entre la microflora de la
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Antedentes Clinicos (Figura 1)

Inflamacion

Smgrado

enfermedad periodontal de inicio temprano y la del adul-
to. Los estudios realizados por Zambon y cols. (5, 6) en
1983 y 1985, otro realizado por Haffajee y cols. (7) en
1984, Slots (8) en el 90 y Savitt y cols. (9) en el 91, vie-
ron que Aa se localizaba en aquellos pacientes con enfer-
medad periodontal de inicio temprano localizada (actual-
mente enfermedad periodontal agresiva localizada), y por
otro lado también ha sido detectada en pacientes con
enfermedad periodontal de inicio temprano generalizada
(actualmente enfermedad periodontal agresiva generaliza-
da) en los estudios realizados por Kamma y cols. (10),
1995; Van Winkelhoff y cols. (11), 1989; Slots y cols. (8),
1990; Rodenberg y cols. (12), en el 1990, vieron que esta
bacteria también se presenta en ciertas lesiones de la
enfermedad periodontal del adulto, pero con menos fre-
cuencia y en menor nimero que otros microorganismos
que son mas
prevalentes y
estan en mayor
numero.
Aunque el diag-
nostico clinico
y radiologico
han sido duran-
te mucho tiem-
po las técnicas
rutinarias para

plantear el
manejo de los
pacientes con

periodontitis, la
posibilidad de

Hilitosis Tramaisno
que los tejidos periodontales estén colonizados por bacte-
rias de origen exégeno cambia mucho el plan de trata-
miento, ya que introduce la necesidad de combinar el tra-
tamiento mecanico con el tratamiento antibiotico, lo cual
hace necesaria la incorporacion de las técnicas de diag-
nostico microbiologico para asi saber a qué especies bac-
terianas vamos a enfrentarnos.

En los ultimos tiempos se han desarrollado varios méto-
dos para el diagnostico microbiologico. Sin embargo, el
objetivo perseguido por ellos puede variar en algunos casos,
ya que en ocasiones se emplean exclusivamente con finali-
dad investigadora mientras que, en otros casos, han sido
modificados y adaptados a las necesidades clinicas, entre
ellos se encuentra: el cultivo bacteriano, métodos de diag-
nostico inmunologico (la inmunofluorescencia directa, la
inmunofluorescencia indirecta, la citometria de lujo, la aglu-
tinacion por latex y el test de E.L.L.S.A.), métodos de detec-
cion enzimatica (BANA), técnicas de biologia molecular.

Los principios de las técnicas de biologia molecular es
que se basan en el andlisis del DNA o el RNA. Se aisla la
cadena de DNA de una muestra de placa y se amplifica.
Tras su extraccion y purificacion, pueden emplearse dife-
rentes técnicas para su identificacion (sondas, checkerbo-
ard DNADNA, PCR), para lo cual es necesario identificar
la especie bacteriana que posee el DNA aislado.

Dentro de estas técnicas, la mas importante es la PCR,
que permite amplificar las cadenas de DNA. Para ello, lo
primero es aislar el DNA de la muestra y posteriormente
aplicarle calor para separar ambas cadenas. Tras esto, uti-
lizando DNA polimerasa y un primer o una secuencia
conocida de nucleotidos, la muestra es amplificada y pos-
teriormente visualizada.
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Resultado del PCR (Figura 2)
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PACIENTES Y METODOLOGIA

Se ha realizado un estudio multicéntrico de 33 pacientes,
de edades comprendidas desde los 15 anos hasta los 40
anos de edad.

De esos 33 pacientes 20 presentaban enfermedad perio-
dontal agresiva y 13 con enfermedad periodontal cronica.

Ambos tipos de enfermedad periodontal venian prece-
didos por una serie de sintomas, tales como gingivitis,
traumatismo oclusal, halitosis e inflamacion.

Las profundidades de bolsa de aquellos sujetos con
enfermedad periodontal agresiva oscilaba entre un maxi-
mo de 9 mm y un minimo de 4 mm. Asi como los pacien-
tes con enfermedad periodontal cronica cuyas profundi-
dades de bolsa estaban entre 10 y 4 mm.

El primer paso
consistio en
rellenar la ficha
periodontal dise-
nada y posterior-
mente se toma-
ron las muestras
para realizar la
prueba de la

PCR, con el
siguiente proce-
dimiento:

1. Eliminacion
de la placa de la
zona.

2. Secado y ais-
lamiento de la
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Aa Td Fn

zona con algodones para evitar la contaminacion de la
saliva.

3. Introduccion de 5 puntas de papel estéril en aque-
llos dientes que tenian mayor profundidad de sondaje,
presentaban supuracion y/o sangrado durante 20-30
segundos y por ultimo se guardaron en un bote estéril.

RESULTADOS
La distribucion segun el sexo, en nuestro estudio fue de
un 61% de mujeres frente a un 39% de hombres.

En cuanto los antecedentes clinicos los mds comunes
fueron el sangrado que se presenté en un 67% y la infla-
macion en un 24%. No existen diferencias si dividimos
esta muestra por sexos, ya que siguen predominando los
mismos antecedentes (Figura 1).

Una vez obtenidos los resultados de la prueba del PCR
que se realizo a cada sujeto observamos que la bacteria
mas frecuente fue la Tannerella forsythensis (Tf) que se
presento en 29 de los 33 sujetos, seguida de la Prevotella
intermedia (Pi) en 26 sujetos, y después la Porphyromo-
na gingivalis (Pg) que fue observada en 25 pacientes.

La Treponema denticola se presentd en 21 de los 33
pacientes, seguido del Actinobacillus actinomycetemco-
mitans (Aa) se presenta en 7 pacientes, y por ultimo la
Fusobacterium nucleatum, que fue de la menor presencia,
detectandolos en 5 pacientes.

En el analisis de correlacion, en cuanto al sexo que la
bacteria mas frecuente en las mujeres fue la Tf seguida de
la Pi. Sin embargo, en los varones la Pg y la Tf estuvieron
en igual proporcion mientras que la Pi se situd en valores
menores.



Por ultimo, el Aa se encontré en una proporcion similar
en ambos sexos (Figura 2).

DiscusION

Cientos de diversas especies han sido aisladas en la cavidad
bucal, pero solo unas pocas han sido asociadas como bacte-
rias periodontopatdgenas. Entre estas, la Porphyromona
gingivalis, Tannerella forsythensis (Bacteroides forshytus) y
el Actinobacillus actinomycetemcomitans aunque también
existen otras bacterias Gram (-) que son causantes de las
periodontitis cronicas y agresivas.

Se necesita tener un método o una prueba para el diag-
nostico y/o el planteamiento sobre el tratamiento, dando
como resultado una mejor planificacion sobre el tratamien-
to y proporcionando un claro beneficio para el paciente.

Existen varios métodos para enumerar el niamero de bac-
terias que hay en la placa subgingival. Entre estos métodos
encontramos el cultivo bacteriano, que ha sido el método
clasico por excelencia en la deteccion y enumeracion de los
microorganismos periodontopatogenos (13, 14); del
microscopio inmunofluorenceste y la sonda DNA. Desafor-
tunadamente estos métodos tienen ciertas limitaciones,
como por ejemplo la falta de especificidad y una limitada
sensibilidad.

Por otro lado estd la PCR, que es una técnica simple que
replica fragmentos de RNA o DNA y que ha venido desa-
rrollandose tras los estudios recientes, realizados por Wata-
nabe(15) en 1993, Lin y cols. (16) en 1995 y Meurman y
cols. (17) en 1997. Es un método rdpido, relativamente sim-
ple y se pueden detectar bacterias aunque estén en bajo
numero. Este método no requiere células vivas (18). Es un
método que ofrece una alta sensibilidad y especificidad en la
deteccion de bacterias en muestras biologicas. Se detectan
entre 25 a 100 células (15, 19, 20).

Sin embargo la PCR tiene sus limitaciones, esto incluye la
posibilidad de que dé unos resultados falso-positivos debi-
dos a la contaminacion. (21)

La utilizacion de test microbiologicos para el diagnosti-
co de las diferentes formas destructivas de enfermedad
periodontal queda controvertida. Las limitaciones de este
test, para la presencia o ausencia de Pg y Aa, el propésito de
distinguir sujetos con enfermedad periodontal agresiva de
sujetos con enfermedad periodontal cronica, estaba clara-
mente expuesto en una revision publicada recientemente
por Mombelli y cols. (22) en el 2002.

A'la hora de diagnosticar la enfermedad periodontal agre-
siva, muchas veces se nos puede pasar por alto por qué no
se ha detectado el Aa que es un claro parametro de que el
sujeto presenta este tipo de enfermedad periodontal. Para
realizar un correcto diagnostico microbiologico, necesita-
mos una prueba con una alta especificidad y sensibilidad
como es la prueba del PCR. Aunque la presencia de esta bac-
teria sea baja, no hay que discriminar porque su mera pre-
sencia es un claro indicador de enfermedad periodontal
agresiva.

Los datos obtenidos en cuanto a los antecedentes clini-
cos, vemos que los mds frecuentes son el sangrado en un
67% y la inflamacion en un 25%. Sin embargo en el estudio
realizado por Darby IB y cols. (3), en el cual compara dos
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grupos, unos con enfermedad periodontal agresiva y otros
con enfermedad periodontal cronica donde saco en conclu-
sion con respecto a los antecedentes que la enfermedad
periodontal agresiva presenta menor inflamacion y menor
sangrado pero el fluido crevicular es similar al de la enfer-
medad periodontal croénica.

En cuanto al resultado de la prueba del PCR donde la
toma de muestras las realizamos en bolsas de 4 mm o mayo-
res, obtuvimos que habia presencia de diversas bacterias:
Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa), Tannerella
forsythensis (Tf), Prevotella intermedia (Pi), Porphyroma
gingivalis (Pg), Treponema denticola (Td) y Fusobacterium
nucleatum (Fn).

En los estudios realizados por Zambon y cols. (5) en
1983, Zambon(6) en 1985, Haffajee y cols. (7) en 1984 ,
Slots (8) y cols. 1990, Savitt y cols. (9) en 1991, Kamma y
cols. (10) en 1995, Van Winkeholff y cols. (11) en 1989
sacaron como conclusion que la Aa es una bacteria tipica de
la enfermedad periodontal agresiva.

La Pg, aun siendo mas tipica de la enfermedad periodon-
tal cronica, se ha visto que se encuentra en aquellos pacien-
tes con enfermedad periodontal agresiva tal y como se
corrobora en los estudios realizados por Kamma y cols. (10)
en 1995, Sasaki y cols. (23) en 1989, Kamagata y cols. (24)
en 1989 y Vandesteen y cols. (25) en 1984.

La Pi, segun los estudios realizados por Vandesteen y
cols. (25) en 1984, Kamma y cols. (26) en el 94, Slots y
Genco (27) en 1984 y Slots y cols. (8) en 1986.

En cuanto a la Tf (antes Bf) también existe en ambos
tipos de enfermedad, tal como vieron Gimur y cols. (28) en
1989, Haffajee y cols. en 1997, Kamma y cols. (10) en 1995,
Kamagata (24) Lisgarten (29) en el 1995 en los estudios que
realizaron.

Sin embargo, segtin el estudio realizado por Riviere y
cols. (30) en 1992, observaron que la Td s6lo se encuentra
en aquellos sujetos con enfermedad periodontal cronica.

En nuestro estudio aparece en practicamente todos los
sujetos estudiados y en los diversos rangos de edad estudia-
dos en mayor o menor proporcion, aunque en los varones
solo aparece en el rango de edad comprendido entre 30-39
anos.

En los estudios realizados por Darby (3) y Takeuchi y
cols. (31) también vieron que existe presencia de T.d en
pacientes con enfermedad periodontal agresiva.

Darby y cols. (3) en su estudio, cuya muestra es de 24
pacientes presenta los siguientes resultados: Bf en un 97,1%,
Pienun 79,2 %, Pg 62,5%, Td 45,8% y Aa 3%.

En nuestro estudio obtenemos los siguientes resultados:
Tf en un 87,8%, Pi en un 75,7%, Pg en un 75,7%, Td en un
63,6%, Aa en un 21,2%, Fn en un 15,1%. Son unos resulta-
dos similares al estudio realizado por Darby (3). Kakamatsu
(31) y cols. también detectaron como bacteria mas frecuen-
te la Tf y la Pg, aunque estos autores utilizaron como prue-
ba microbiologica la sonda DNA y no tuvieron resultados en
cuanto la Aa ya que esta prueba no la detecta.

Sin embargo, en el estudio realizado por Kamma y cols.
(10) en 1994, el cual obtuvo los siguientes resultados: Pg
en un 97,1%, B.f en un 53,4% y Aa en un 10,9%. Estos
datos se obtuvieron mediante la técnica de cultivo y se



recogieron las muestras en bolsas
mayores de 6 mm.

En el estudio realizado por Takeu-
chiy cols. (30) se detecto la Pgy Td
que, aunque son mds tipicas de la
enfermedad periodontal cronica, tam-
bién puede aparecer en la enfermedad
periodontal agresiva.

Por otro lado, Zambon (2) sugiere
que la Tf, la Pg y la A.A estan intima-
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