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Descripcion de la microbiota subgingival de sujetos mexicanos
con periodontitis cronica
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RESUMEN

Introduccién: Las enfermedades periodontales son infecciones
causadas por microorganismos que colonizan la cavidad oral en una
estructura compleja llamada biopelicula. Objetivo: Describir la mi-
crobiota subgingival de pacientes mexicanos con periodontitis croni-
ca. Metodologia: A 56 pacientes (33 con periodontitis crénica y 23
periodontaimente sanos) les fueron tomadas muestras de placa den-
tobacteriana subgingival. Las muestras fueron evaluadas microbiolé-
gicamente utilizando la técnica “chekerboard” para hibridaciones
DNA-DNA. Resultados: Todas las especies evaluadas fueron de-
tectadas tanto en sujetos periodontaimente sanos como con perio-
dontitis cronica. El andlisis de las muestras de los sujetos de estudio
mostré que P. gingivalis (p < 0.001), T. forsythensis (p < 0.01), T.
denticola y A. actinomycetemcomitans (p < 0.05) presentaron cuen-
tas promedio significativamente mayores en la poblacién de sujetos
con periodontitis cronica. Los pacientes con periodontitis, mostraron
ademas proporciones mas elevadas de especies del complejo “rojo”
y menores proporciones de especies de Actinomyces y de especies

» del complejo "amarillo” cuando fueron comparados con pacientes pe-
riodontalmente sanos. Conclusiones: Debido a la complejidad de la
microbiota subgingival en sujetos mexicanos y a las diferencias con
reportes provenientes de otras poblaciones, es necesario profundi-
zar en el conocimiento y entendimiento del papel de las bacterias
que intervienen en el proceso de la enfermedad periodontal en nues-
tro pais. De esta manera, podremos ofrecer a los pacientes mexica-
nos, tratamientos basados en el conocimiento de las caracteristicas
microbiolégicas propias de nuestra poblacion.

ABSTRACT

Introduction: Periodontal diseases are infections, caused by mi-
croorganisms that colonize oral surfaces in a complex structure
called biofilm. Purpose: To describe the microbial composition of
subgingival plaque samples in Mexican subjects with chronic peri-
odontitis. Methods: 56 patients (33 with chronic periodontitis and
23 periodontally healthy) were included in the study. Subgingival
plaque samples were evaluated using the “checkerboard” DNA-
DNA hybridization technique. Results: Mean DNA probe counts
were significantly higher in chronic periodontitis subjects for P,
gingivalis (p < 0.001), T. forsythensis (p < 0.01) and for T. dentico-
la and A. actinomycetemcomitans (p < 0.05). Chronic periodontitis
subjects also exhibited significantly higher proportions of “red”
complex species and significantly lower proportions of Actinomy-
ces species and microorganisms included in the “yellow” complex
when compared with healthy subjects. Conclusions: Due to the
complexity of the subgingival microbiota detected in Mexican sub-
jects and the differences found with other subject populations, fu-
ture studies are necessary to aid in the understanding of the role
of specific bacterial species in the disease process in our country
and the efficacy of periodontal therapies.

Pilabras clave: Microbiota subgingival, pacientes mexicanos, periodontitis crénica.
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% INTRODUCCION

Las enfermedades periodontales son infeccio-
nes**' causadas por microorganismos que colonizan
la superficie dental y la bolsa periodontal, formando
una estructura compleja llamada biopelicula.®274

El desarrollo altamente orquestado de la placa dento-
bacteriana ha sido ampliamente estudiado®252642% y g
han realizado grandes esfuerzos en el campo de la mi-
crobiologia periodontal para determinar la identidad de
las especies bacterianas responsables de la iniciacion y
progreso de la enfermedad periodontal, asi como los
mecanismos bacterianos y del paciente que intervienen
en los procesos de destruccion de los tejidos de soporte

del diente. 92820314447 Estg ha representado un reto en la
odontologia y particularmente en el campo de la perio-
doncia debido a la gran diversidad de especies bacteria-
nas que forman parte de la flora bucal,®* |a dificultad o
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imposibilidad técnica para obtener una muestra cultiva-
ble completa de placa dentobacteriana, y a la presencia
de especies patégenas en pacientes periodontalmente
sanos.'”'947495! Por tales motivos, continua la busqueda
de la especie bacteriana o grupo de microorganismos
responsables de causar la pérdida de los tejidos de so-
porte del diente.

Las especies mas frecuentemente asociadas a esta-
dos de enfermedad periodontal, asi como las mas am-
pliamente estudiadas son Actinobacillus actinomycete-
mcomitans y miembros de los complejos bacterianos
“naranja y rojo” descritos por Socransky y cols. en
1998, tales como Treponema denticola, Porphyromo-
nas gingivalis, Tannerella forsythensis (Bacteroides for-
sythus), Fusobacterium nucleatum, Micromonas micros
(Peptostreptococcus micros), Prevotella intermedia, Pre-
votella nigrescens, Eikenella corrodens y Campy/obacter
rectus, entre otros. 424293335

Estudios realizados en diversos paises han descri-
to la composicién microbiolégica de muestras de pla-
ca dentobacteriana de sujetos con diferentes tipos de
enfermedad periodontal asi como en pacientes perio-
dontalmente sanos.5¢10.11:21233848 Dichog estudios, han
reportado importantes diferencias en la microbiota
subgingival en diferentes poblaciones del mundo y re-
flejan la preocupacion que existe de obtener un pano-
rama global de la ecologia bacteriana periodontal, asf
como de las posibles implicaciones clinicas y terapéu-
ticas de dichas diferencias.

El objetivo del presente estudio fue describir la mi-
crobiota subgingival de pacientes mexicanos con pe-
riodontitis cronica y periodontalmente sanos utilizando
la técnica de “Checkerboard” para hibridaciones DNA-
DNA.*

METODOS
Diseiio experimental

Se realiz6 un estudio transversal en el que fueron
evaluadas hasta 28 muestras de placa dentobacteria-
na subgingival de cada uno de 56 sujetos de estudio.
Todas las muestras (n = 1,407) fueron analizadas
para determinar las cuentas, prevalencia y proporcion
de 40 especies bacterianas.

Criterios de seleccién

La poblacion de estudio consistié en 33 sujetos con
periodontitis crénica y 23 sujetos periodontalmente
sanos, mexicanos per nacimiento de 22 a 75 afos de
edad, no fumadores, con un minimo de 20 dientes na-
turales en boca (excluyendo terceros molares), que

no tomaron antibiéticos sistémicos en los 3 meses
previos a la recoleccion de muestras y que no habian
recibido tratamientos periodontales en el pasado. Cli-
nicamente los sujetos con periodontitis crénica pre-
sentaron por lo menos 8 sitios con nivel de insercién
(NI) = 5 mm, y los sujetos periodontalmente sanos
presentaron 4 sitios o0 menos con Nl de 4 mm y 0
(cero) sitios con NI = 5 mm. Aquellos sujetos que pa-
decian enfermedades sistémicas tales como diabe-
tes, VIH/SIDA y enfermedades autoinmunes, fueron
excluidos del estudio. El cuadro I proporciona una
descripcion de las poblaciones que fueron incluidas
en el estudio.

Evaluacion clinica

El propésito y naturaleza del estudio fueron explica-
dos a cada sujeto. A quienes posteriormente, se les
pidi6 que firmaran una forma de consentimiento infor-
mado con lo cual se establecid el deseo voluntario de
participar en el estudio. Cada sujeto de estudio recibi6
una evaluacién periodontal completa realizada por cli-
nicos calibrados para este prop6sito. Los siguientes
parametros clinicos fueron evaluados: profundidad de
bolsa (PB) (mm), nivel de insercion (mm), sangrado al
sondeo (0/1), enrojecimiento gingival (0/1), supura-
cién (0/1) y acumulacién de placa (0/1). Todas las
mediciones fueron tomadas de un maximo de 168 si-
tios por sujetos (6 sitios por diente: mesiobucal, bucal,
distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual), de
acuerdo con procedimientos previamente descritos.*?
La PB y el Ni fueron registrados dos veces, y el pro-
medio de ambas mediciones fue considerado para los
analisis de datos.

Evaluacién microbiolégica

Las evaluaciones microbioldgicas fueron realizadas
mediante la técnica de “checkerboard” para hibrida-
ciones DNA-DNA

Especies bacterianas y condiciones de cultivo

La lista de las 40 especies bacterianas utilizadas
para la elaboracién de sondas de DNA se presenta en
el cuadro Il. Todas las cepas fueron adquiridas como
cultivos liofilizados del American Type Culture Collec-
tion (ATCC). Las cepas fueron rehidratadas en caldo
para Mycoplasma y cultivadas en agar CDC anaerébi-
co (BBL) a 35°C dentro de una camara de anaerobio-
sis (80% N,, 10% CO,, 10% H ,) (exceptuando Neisse-
ria mucosa cultlvada aerébucamente) Las cepas que
se mencionan a continuacion fueron sembradas en
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medios suplementados: Campylobacter sp.: medio
enriquecido superficialmente con 0.5 mL de formato
(60 mg/mL)-fumarato (60 mg/mL); Tanerella for-
sythensis: medio enriquecido con &cido N-acetilmura-
mico (10 ug/mL); Porphyromonas gingivalis y Por-
phyromonas endodontalis: medio enriquecido con
menadione (0.3 ug/mL) y hemina (5 ug/mL); Trepo-
nema denticola: caldo para Mycoplasma con glucosa
(1 mg/mL), niacinamida (400 x«g/mL), tetrahidrocloruro

Cuadro I. Caracteristicas clinicas de los grupos de
estudio (media + EEM*).

Periodontitis crénica  Sanos

N 33 23

% Mujeres 30.3 47.8
Edad 459+ 2.1 296+16
No. de dientes faltantes 36+04 1404
PB promedio (mm) 4102 20+0.1
NI promedio (mm) 45102 20+0.1
% Sitios con:

Placa 48.0+6.6 19.0+55
Enrojecimiento 275+58 36x1.9
Sangrado al sondeo 47645 30+1.0
Supuracién 7617 0+0

* Error estandar de la media.

de esparmina (150 4g/mL), isobutirato de sodio (20
ug/mL), L-cisteina (1 mg/mL), pirofosfato de tiamina
(5 ug/mL) y suero bovino (0.5%).

Purificacién de DNA y preparacién de sondas

Las cepas fueron cultivadas bajo condiciones
anaerdbicas sobre la superficie de agar (exceptuando
T. denticola, cultivada en caldo) durante 3 a 7 dias. E|
crecimiento fue recolectado y colocado en tubos para
microcentrifugacién de 1.5 mL con 1 mL de buffer TE
(Tris-HCI (10 mM), EDTA (0.1 mM), pH 7.6). Las célu-
las fueron lavadas dos veces en buffer TE mediante
centrifugacion a 3,500 rpm durante 10 min. Las espe-
cies Gram-negativas fueron lisadas con SDS (10%) y
proteinasa K (20 mg/mL) y las Gram-positivas con li-
sozima (15 mg/mL) y achromopeptidasa (5 mg/mL).
Las células fueron resuspendidas e incubadas a 37°C
durante 1 h. EI DNA fue aislado y purificado utilizando
la técnica descrita por Smith y cols.® La concentra-
cién y pureza del DNA fueron determinadas utilizando
mediciones espectrofotométricas. Las sondas de
DNA fueron preparadas mediante el marcaje de 1 “g
de DNA con digoxigenina utilizando la técnica de pri-
mers aleatorios (random primer technique).'s

Cuadro II. Cepas de referencia utilizadas para la elaboracién de sondas de DNA.

Especie Cepaa Especie Cepa a
Actinobacillus actinomycetemcomitans b Micromonas micros 33270
Actinomyces georgiae 49285 Neisseria mucosa 19696
Actinomyces israelii 12102 Porphyromonas endodontalis 35406
Actinomyces naeslundii stp. 1 12104 Porphyromonas gingivalis 33277
Actinomyces odontolyticus 17929 Prevotella intermedia 25611
Actinomyces viscosus 43146 Prevotella melaninogenica 26845
Campylobacter gracilis 33236 Prevotella nigrescens 33563
Campylobacter rectus 33238 Propionibacterium acnes 6919
Campylobacter showae 51146 Selenomonas artemidis 43528
Capnocytophaga gingivalis 33624 Selenomonas noxia 43541
Capnocytophaga ochracea 27872 Streptococcus anginosus 33397
Capnocytophaga sputigena 33612 Streptococcus constellatus 27823
Corynebacterium matruchotii 14266 Streptococcus gordonii 10558
Eikenella corrodens 23834 Streptococcus intermedius 27335
Eubacterium saburreum 33271 Streptococcus mitis 49456
Eubacterium sulci 35585 Streptococcus oralis 35037
Fusobacterium nucleatum c Streptococcus sanguinis 10556
Fusobacterium periodonticum 33693 Tannerella forsythensis 43037
Gemella morbillorum 27824 Treponema denticola 35405
Leptotrichia buccalis 14201 Veillonella parvula 10790

a Cepas de referencia del American Type Culture Collection (ATCC), Rockville, MD, USA; bDNA de los serotipos a (43717) y b (43718) fue
combinado para generar una sola sonda de DNA; cDNA de las subespecies nucleatum (25586), polymorphum (10953) y vincenti (49256)

fue combinado para generar una sola sonda de DNA.
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Recoleccién y procesamiento de muestras

Las muestras de placa dentobacteriana subgingival
(n = 1,407) fueron tomadas de los 28 sitios mesioves-
tibulares de cada sujeto de estudio. La placa supra-
gingival fue eliminada del sitio de muestreo y la placa
subgingival recolectada utilizando curetas estériles.
Las muestras fueron colocadas en tubos para micro-
centrifugacién de 1.5 mL individuales con 150 uL de
buffer TE. Se agregaron 100 xL de NaOH (0.5 M) a
cada tubo y las muestras fueron dispersadas. Los tu-
bos fueron hervidos durante 10 min. y el pH neutrali-
zado con 800 uL de acetato de amonio (5 M). EI DNA
de cada muestra fue colocado en uno de los canales
abierto de un Minislot-30, concentrado en una mem-
brana de nylon de carga positiva de 15 x 15 cm y fija-
do a la membrana mediante entrecruzamiento con luz
ultravioleta seguido por incubacién a 120°C durante
20 min. Dos canales de estandares microbiolégicos
fueron colocados en cada membrana. Dichos estan-
dares consistieron de mezclas ajustadas a 10%y 10°
células de cultivos puros de todas las cepas bacteria-
nas que fueron analizadas.

Hibridaciones DNA-DNA

Las membranas fueron incubadas a 42°C durante
1 h. en solucién de prehibridacion (formamida (50%),
citrato salino estandar (5 x) (SSC) (SSC (1 x) = NaCl
(150 mM), citrato de sodio (15 mM), pH 7.0), caseina
(1%), solucién Denhardt (5 x), fosfato de sodio (25
mM) (pH 6.5), RNA de levadura (0.5 mg/mL)). La
membrana fue rotada 902 y colocada en un Miniblot-
ter-45. Las sondas de DNA fueron diluidas a una con-
centracion de aproximadamente 20 ng/mL en solucion
de hibridacién (formamida (45%), SSC (5 x), solucion
Denhardt (1 x), fosfato de sodio (20 mM) (pH 6.5),
RNA de levadura (0.2 mg/mL), sulfato de dextrano (10
%), caseina (1%)), colocadas en uno de los carriles
individuales del Miniblotter-45 e hibridizadas una no-
che a 42°C. La concentracion fue ajustada para que
todas las sondas detectaran un rango de células entre
10*y 107. Las membranas fueron lavadas dos veces
durante 20 min. a 68°C en buffer de fosfato (SSC (0.1
x), SDS (0.1%)).

Deteccién y cuantificacién de microorganismos

Las membranas fueron bloqueadas durante 1 h en
buffer bloqueador (caseina (1%), buffer de maleato
(acido maleico (100 mM), NaCl (150 mM), pH 7.5)).
Los hibridos fueron detectados incubando las mem-
branas en una dilucion de 1:50,000 de anticuerpo con-

tra digoxigenina conjugado a fosfatasa alcalina utili-
zando la modificacion descrita por Engler-Blum y
cols.'® Las membranas fueron lavadas e incubadas en
un agente quimioluminiscente de deteccion (CDP-
star) a temperatura ambiente durante 30 min. Las se-
fiales fueron detectadas mediante exposicion a peli-
culas autorradiograficas durante 30 min. Las peliculas
fueron reveladas y las imagenes capturadas digital-
mente con el sistema de documentacion DigiDoc (Bio-
Rad). Las sefales fueron convertidas a cuentas abso-
lutas ajustando los valores de las sefiales de cada
sonda en cada muestra a una curva de regresion li-
neal construida a partir de los estandares a 10°y 10°
células.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos microbiolégicos fueron expresados como
media + error estandar de la media (EEM), mediante 3
parametros: niveles (cuentas de las sondas de DNA),
prevalencia (% de sitios colonizados) y proporcion (%
de las cuentas de las sondas de DNA) de cada espe-
cie evaluada. Cada uno de los tres parametros fueron
calculados para cada especie bacteriana en cada
muestra, promediados entre cada sujeto de estudio y
después entre los sujetos de cada grupo. Las diferen-
cias entre los grupos fueron analizadas utilizando las
pruebas U de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis ajustan-
do para comparaciones multiples de acuerdo con pro-
cedimientos previamente descritos.*?

RESULTADOS

Las cuentas bacterianas promedio (x10°, + EEM) en
33 sujetos con periodontitis crénica y 23 sujetos perio-
dontalmente sanos se presentan en la figura 1. Todas
las especies evaluadas fueron detectadas tanto en suje-
tos periodontalmente sanos como con periodontitis cré-
nica. Los sujetos con periodontitis crénica mostraron un
rango promedio de cuentas bacterianas de 9.51 + 2.45
(Actinomyces viscosus) a 0.30 + 0.13 (Porphyromonas
endodontalis) (x 108), y los sujetos periodontalmente sa-
nos de 8.61 + 2.91 (Actinomyces naeslundii 1) a 0.24 +
0.13 (P. endodontalis) (x 10°). Treinta y seis de las 40
especies evaluadas mostraron cuentas promedio mayo-
res en sujetos con periodontitis crénica. Unicamente, A.
naeslundii1, Streptococcus intermedius, Capnocytopha-
ga sputigena y Campylobacter gracilis presentaron
cuentas promedio mayores en sujetos periodontalmente
sanos. Las diferencias para dichas especies entre suje-
tos con periodontitis cronica y periodontalmente sanos
no fueron estadisticamente significativas (ns) utilizando
la prueba de Mann-Whitney. A. viscosus, Corynebacte-
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Figura 1. Cuentas bacterianas promedio (x10° + EEM) de 40 especies bacterianas en muestras tomadas de 56 sujetos de
estudio (33 con periodontitis crénica y 23 periodontalmente sanos). Las cuentas de cada una de las 40 especies bacteria-
nas fueron calculadas en cada una de las 28 muestras de cada sujeto de estudio, promediadas para cada sujeto y después
entre los sujetos de cada una de las dos poblaciones de estudio. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001 Prueba U de Mann-
Whitney.

Periodontitis crénica Periodontalmente sanos

Complejo amarillo

6.9%  Complejo verde &
6.1% 33.8
Complejo morado
5.5%

Actinomyces sp.
20.6%

No agrupados

1.8% 1.4%

~ Complejo naranja
No clasificados p22’.5% b 18.4%
19.7%
Complejo rojo 5.3%

***16.8%

Figura 2. Proporcién promedio (% de las cuentas totales de sondas de DNA) de complejos bacterianos en 33 sujetos con
periodontitis crénica (izquierda) y 23 sujetos periodontalmente sanos (derecha). Las 40 especies bacterianas evaluadas
fueron agrupadas de manera similar a la descripcién de complejos bacterianos en la placa subgingival de Socransky y cols.
1998.%" Las siguientes excepciones fueron incluidas en la agrupacion: Actinomyces georgiae, Actinomyces israeli, Acti-
nomyces naeslundii stp. 1'y Actinomyces viscosus se encuentran agrupados en el complejo azul (Actinomyces sp.); Cory-
nebacterium matruchotii, Gemella morbillorum, Leptotrichia buccalis, Neisseria mucosa, Propionibacterium acnesy Seleno-
monas artemidis se encuentran agrupados en el complejo gris (No clasificados); Streptococcus constellatus fue incluido en
el complejo amarillo; y Prevotella melaninogenica, Porphyromonas endodontalis, Eubacterium saburreum y Eubacterium
sulci fueron incluidos en el complejo naranja. La proporcién de cada grupo de especies bacterianas fue calculada en cada
una de las 28 muestras de cada sujeto de estudio, promediada para cada sujeto y después entre los sujetos de cada una
de las dos poblaciones de estudio. * p <0.05y *** p < 0.001 Prueba U de Mann-Whitney.
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Figura 3. Prevalencia promedio (% de sitios colonizados + EEM) de cuatro especies bacterianas en muestras de placa sub-
gingival de 33 sujetos con periodontitis crénica tomadas de sitios con diferente nivel de insercién (NI). La prevalencia de
cada especie bacteriana fue calculada mediante la determinacién de su presencia o ausencia en cada una de las 28 mues-
tras de cada sujeto de estudio. Los datos fueron promediados en sitios con NI < 3 mm, de 4 a5 mm y = 6 mm de cada su-
jeto y después entre los sujetos de la poblacién de estudio de acuerdo a los niveles de insercién especificados. ** p < 0.01,

***p < 0.001 Prueba de Kruskal-Wallis.

rium matruchotiiy A. naeslundii 1, estuvieron entre las 5
especies que presentaron las cuentas promedio méas
elevadas en las 2 poblaciones de estudio. Sin embargo,
a diferencia del grupo periodontalmente sano en el que
Veillonella parvula'y Actinomyces israelii se incluyeron
dentro de las especies con mayores cuentas promedio,
en sujetos con periodontitis cronica Leptotrichia buccalis
(ns) y Porphyromonas gingivalis (p < 0.001) se encontra-
ron dentro de las 5 especies con mayores cuentas pro-
medio. Tres especies, ademas de P. gingivalis, presen-
taron cuentas promedio significativamente mayores en
la poblacién de sujetos con periodontitis cronica: Tane-
rella forsythensis (p < 0.01), Treponema denticola (p <
0.05) y Actinobacillus actinomycetemcomitans (p <
0.05). En ambas poblaciones, Campylobacter gracilis,
Selenomonas artemidis, Selenomonas noxia y P. endo-
dontalis fueron las especies que presentaron las cuen-
tas promedio mas bajas.

En la figura 2 se presenta la proporcién promedio
de grupos de microorganismos en sujetos sanos y
con periodontitis crénica. Las 40 especies bacterianas
evaluadas fueron agrupadas de manera similar a la
descripcion de complejos bacterianos en la placa sub-
gingival de Socransky y cols. 1998,* |las excepciones
a dicha agrupacion se describen al pie de la figura.
Las diferencias mas notables en la proporcion de gru-
pos de especies en las poblaciones de sujetos sanos y
con periodontitis crénica consistieron en aumentos sig-
nificativos en la proporcién de especies del complejo
“rojo” (P. gingivalis, T. forsythensis y T. denticola, p <

0.001), asi como de especies “no agrupadas” (S. noxia
y A. actinomycetemcomitans, p < 0.05) en sujetos con
periodontitis crénica. Dichos aumentos parecieron es-
tar relacionado con una disminucién significativa de es-
pecies de Actinomyces (p < 0.05) en sujetos con perio-
dontitis crénica. El resto de los grupos de especies no
mostraron diferencias estadisticamente significativas
entre las dos poblaciones de estudio.

En la figura 3 se muestra la prevalencia promedio
(% de sitios colonizados, + EEM) de cinco especies
bacterianas en sitios con diferente nivel de insercion
(= 3mm, de 4 a5 mm, y = 6 mm) en pacientes con
periodontitis crénica. Las 5 especies que se presen-
tan en la figura fueron las unicas que presentaron di-
ferencias estadisticamente significativas en la preva-
lencia detectada en sitios con diferente nivel de
insercién (prueba de Kruskal-Wallis). A. viscosus (p <
0.001) y E. saburreum (p < 0.01) mostraron una pre-
valencia significativamente mas elevada en sitios sa-
nos (NI = 3 mm) que en sitios con evidencia de pérdi-
da de soporte (Nl de 4 a5 mm y = 6 mm). Sin
embargo, el porcentaje de sitios colonizados por P.
gingivalis, T. forsythensis y T. denticola tendi6 a ser
mas elevado en sitios con mayor evidencia de pérdida
de soporte que en sitios sanos (p < 0.001).

DISCUSION

Las diferencias encontradas en el presente estudio
entre la microbiota de muestras de placa dentobacte-



