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Resumen

Objetivo: Realizar la deteccién comparativa de cepas de A. actinomycetemcomitans y F
nucleatum de muestras subgingivales por los métodos de cultivo y de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). Métodos: Fueron evaluados 50 pacientes con periodontitis cré-
nica (P) y 50 pacientes sanos (S). Las muestras fueron colectadas de bolsas periodontales
y surcos gingivales. El cultivo bacteriano fue realizado en agar tripticasa de soya-suero
de caballo-bacitracina-vancomicina, e incubado en anaerobiosis. La identificacién bac-
teriana fue por métodos bioquimicos de fermentacién de carbohidratos y por PCR. Re-
sultados: Por el método de cultivo, de las 50 muestras de periodontitis, 9 (18%) fueron
positivas para A. actinomycetemcomitans aislindose 17 cepas. También, de esas muestras,
10 (20%) fueron positivas para F nucleatum aislindose 19 cepas. De las 50 muestras
de pacientes sanos, solamente 1 (2%) fue positiva para A. actinomycetemcomitans obte-
niéndose 2 cepas, y 12 (24%) positivas para F nucleatum con 18 cepas. Por PCR fueron
observadas diferencias en la deteccion de A. actinomycetemcomitans, entre los tres pares de
partidores utilizados, para muestras de bolsa periodontal y surco gingival: partidor AA,
96% y 86%; partidor FU, 48% y 42%; y partidor ASH, 24% y 6%. Los porcentajes de
deteccion para F nucleatum de muestras de Py S fueron: partidor FN-5047, 36% y 18%;
y partidor 505-S, 8% para ambas muestras colectadas. Cepas de A. actinomycetemcomi-
tans biotipo II fueron las mds prevalentes. Conclusiones: EL método de PCR fue mds
sensible y especifico en la deteccion bacteriana que el cultivo.

Palabras clave: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Fusobacterium nucleatum; Bacte-
rias anaerobias gram-negativas; Periodontitis.
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Abstract

Objective: A comparative detection of strains of A. actinomycetemcomitans and F nuclea-
tum directly from subgingival samples was performed by culture and polymerase chain
reaction (PCR) methods. Methods: Fifty patients with chronic periodontitis (P) and 50
healthy patients (S) were evaluated. Subgingival samples were collected from periodontal
pockets and gingival sulcus. Bacterial culture was performed on trypticase soy-horse se-
rum-bacitracin-vancomycin agar and incubated in anaerobiosis. Bacterial identification
was done by biochemical methods of carbohydrate fermentation and by PCR. Results:
By culture method, of the 50 samples of periodontitis, 9 (18%) were positive for A.
actinomycetemcomitans isolating 17 strains. Also, of these samples, 10 (20%) were posi-
tive for £ nucleatum isolating 19 strains. Of the 50 samples from healthy patients, only
1 (2%) was positive for A. actinomycetemcomitans, obtaining 2 strains, and 12 (24%)
positive for F nucleatum with 18 strains. Differences were observed in the detection of
A. actinomycetemcomitans among the three pairs of primers used, for periodontal pocket
and gingival sulcus samples: primer AA, 96% and 86%; primer FU, 48% and 42%; and
primer ASH, 24% and 6%. The percentages of detection for £ nucleatum of samples
from P and S were: primer FN-5047, 36% and 18%; and primer 505-S, 8% for both
samples collected. Strains of A. actinomycetemcomitans biotype Il were the most preva-
lent. Conclusions: The PCR method was more sensitive and specific in the bacterial
detection than the culture.

Keywords: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Fusobacterium nucleatum; Gram-neg-

ative anaerobic bacteria; Periodontitis.

Introduccion

De todos los procesos infecciosos que ocurren en la ca-
vidad bucal del ser humano, la enfermedad periodontal
es considerada relevante por su elevada prevalencia y por
la pérdida dental en individuos adultos jévenes '. Las
enfermedades periodontales se caracterizan por su natu-
raleza multifactorial y polimicrobiana, donde se observa
la participacién de organismos especificos (periodonto-
patégenos Gram-negativos anaerobios) e inespecificos
(comensales) 2.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.  actinomy-
cetemcomitans) 'y Fusobacterium nucleatum (F nuclea-
tum) son importantes periodontopatégenos que estdn
implicados en la patogénesis de las periodontitis, y en
otros procesos infecciosos de origen endégeno °. El A.
actinomycetemcomitans es considerado un cocobacilo
Gram-negativo, capnofilico e inmévil, y es aislado de
diversos procesos infecciosos bucales y extra-bucales *°.
Debido a su participacién en los procesos periodontales,
este microorganismo es considerado relevante en el es-
tado de la enfermedad, por ser encontrado en nimero
elevado y por la produccién de diversos factores de vi-
rulencia, tales como la habilidad de adherir e invadir te-
jidos periodontales, produccién de colagenasa, lipopoli-
sacdrido, y leucotoxina, la cual se constituye el principal
mecanismo agresor de esta bacteria, destruyendo células
inmunes del huésped 7.

En la Gltima década, la literatura ha mostrado la enorme
importancia de A. actinomycetemcomitansy E nucleatum
debido al papel que desempenan en las patologias bu-
cales que afectan el tejido periodontal. £ nucleatum se
constituye un bacilo fusiforme, Gram-negativo, anaero-
bio estricto e inmévil, y es también aislado de diferen-
tes periodontopatias con pérdidas Gseas activas 7. Esta
bacteria también forma parte de la microbiota residente
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de la cavidad bucal humana y es considerada la segunda
especie anaerobia bucal mds aislada de procesos infec-
ciosos humanos . Adicionalmente, F nucleatum tiene
un importante papel en la formacién de la biopelicula
dental, formando un puente entre los colonizadores ini-
ciales y tardios, y por la capacidad de co-agregacién con
diferentes microorganismos de la cavidad bucal °.

En la microbiologia bucal es esencial la identificacién
y caracterizacién de los microorganismos que parti-
cipan de las diferentes infecciones bucales. Varios son
los métodos microbiolégicos y de deteccién fenotipica
o genotipica que son usados para caracterizar patdge-
nos periodontales y diferenciarlos de cepas comensales.
Entre ellos se pueden mencionar el método tradicio-
nal de cultivo, considerado por la literatura extranjera
como el método de referencia o “patrén oro”, debido a
que los nuevos métodos de deteccién microbiana deben
ser comparados con ese método, cuanto a su eficacia y
sensibilidad ', El cultivo posee algunas ventajas que
permite el andlisis de las caracteristicas fenotipicas y la
determinacién de la susceptibilidad a los antimicrobia-
nos. Por otro lado, este método es costoso, lleva tiempo,
y falla para detectar organismos exigentes en términos
nutricionales y atmosféricos >3,

Con el aparecimiento de métodos moleculares para la
deteccién rdpida de microorganismos, los periodonto-
patdégenos son estudiados de forma mds precisa. Méto-
dos como sondas de DNA, checkerboard, y la reacciéon
en cadena de la polimerasa (PCR), son utilizados por di-
ferentes investigadores para determinar la presencia mi-
crobiana en muestras clinicas periodontales. Dentro de
esos métodos, el PCR se destaca por la rdpida deteccidn,
por su sensibilidad, especificidad y reproductibilidad en
la identificacién y distincién de periodontopatégenos
1415 También, el uso del PCR ayuda a determinar el rol
de bacterias especificas en las enfermedades periodonta-
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les por su habilidad de detectar especies de poblaciones
microbianas mixtas.

De esta forma, considerando la necesidad de determinar
formas rdpidas y eficaces para el diagndstico de bacterias
periodontopatogénicas, y buscando padronizar los pro-
cesos de deteccidn de esos microorganismos, el presente
estudio tuvo como objetivo detectar comparativamente
la presencia de cepas de A. actinomycetemcomitans y E
nucleatum, directamente de muestras clinicas subgingi-
vales, utilizdndose las técnicas de cultivo y de PCR.

Métodos

Disefio de estudio. Se disefié un estudio comparativo
de dos técnicas de diagndstico para dos microorganis-
mos bucales. Para el tamano de la poblacién en estudio,
se seleccionaron 50 pacientes con periodontitis cronica
(P) y 50 pacientes sanos sin enfermedad periodontal (S).
Todos los participantes tuvieron entre 20 y 60 anos de
edad, sin distincién de género y raza. Todos los partici-
pantes fueron inscritos en la Clinica de Periodoncia de
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Sao
Paulo (FOUSP), examinados y seleccionados por un es-
pecialista en periodoncia.

Seleccién de la muestra. Inicialmente, los participan-
tes P y S fueron sometidos a un examen periodontal
completo que fue realizado por un tnico especialista en
periodoncia. Fueron colectados los valores de perdida
dental, indice de placa (escore total de placa), sangrado
al sondaje (escore de sangrado total), profundidad de
sondaje, recesién gingival y nivel de adherencia clinica
de seis sitios por diente (sitio mesial, medio y distal de
las superficies bucal, lingual y/o palatino), excluyendo
los terceros molares, usdndose una sonda periodontal
manual (PCP UNC-15; Hu-Friedy). Las caracteristicas
de los pacientes estdn presentadas en la Tabla 1. Los pa-
cientes fueron diagnosticados con periodontitis crénica
severa y generalizada mostrando perdida de adherencia
> 5 mm en 30 % de los sitios periodontales '°. Ningu-
no de los participantes (P y S) seleccionados para este
estudio, utilizé antimicrobianos. Los criterios de exclu-
sién fueron: la historia de automedicacion, diabetes,
enfermedad autoinmune u otras patologfas sistémicas,
asi como también, algtin tratamiento periodontal o an-
tibi6tico por lo menos tres meses antes de las colectas.
También, todos ellos, firmaron a voluntad el documen-

to de consentimiento informado de participacién para
este estudio, aprobado por el Comité de Etica del Insti-
tuto de Ciencias Biomédicas de la USP.

Muestreo. Las muestras subgingivales fueron colecta-
das de las bolsas periodontales y surcos gingivales sanos.
Inicialmente, en todos los participantes, se procedié a la
remocion la placa supragingival con auxilio de curetas pe-
riodontales del tipo Gracey (No. 11/12 para incisivos y
No. 17/18 para molares). En seguida, las placas subgin-
givales de esos sitios, fueron colectadas con auxilio de tres
conos de papel absorbente esterilizados (No. 40, Endo-
points Ind. Com. Ltda., Rio de Janeiro, R], Brasil), sien-
do introducidos en la regién mds apical posible de la bolsa
periodontal o del surco gingival, permaneciendo por 60
segundos, e inmediatamente transferidos para tubos con
3,5 ml de medio de transporte VMGA III (viability —
maintaining microbiostatic medium III) 7.

Aislamiento e identificacién bacteriana. Las mues-
tras clinicas fueron homogenizadas en agitador vortex,
y se realizaron diluciones seriadas en solucién de di-
lucién VMG 1. Alicuotas de 0,1 ml de cada dilucién,
fueron transferidas, en duplicada, para medio selectivo
agar tripticasa de soya con suero de caballo, bacitracina
y vancomicina (TSBV) 8. En seguida, las placas sem-
bradas fueron incubadas en condiciones de anaerobiosis

(90% N, + 10% CO,), a 37 °C, por cuatro dias .

La identificacién presuntiva para A. actinomycetemcomi-
tans fue realizada en el medio selectivo TSBYV, observin-
dose con auxilio de lupa estereoscépica la presencia de
colonias con didmetros de aproximadamente 0,5 mm a
1 mm, con mdrgenes y superficies ligeramente irregula-
res, aspecto interno caracteristico en forma de estrella
o puros cruzados, y fuertemente adheridas al medio de
cultivo.

Fusobacterium nucleatum formé colonias de apariencia
granular, cenizas, enteras, convexas, con didmetro de 3
mm a 4 mm, y ficilmente removidas del medio de cul-
tivo. Posteriormente, a partir del cultivo puro de ambos
microorganismos en medio agar tripticasa de soya, fue-
ron realizadas la coloracién de Gram y la produccién de
catalasa, as{ como la determinacién del tipo respiratorio,
produccién de H.S, indol, y la sensibilidad al fluorito de
sodio (100 pg/ml) 7.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes con periodontitis e individuos sanos

Pacientes con periodontitis

Pacientes sanos

Caracteristicas (n=50) (n=50)

Média (%) Intervalo Média (%) Intervalo
Edad (afios) 48,5 21-64 32,4 19-48,5
Diente (nro.) 25,1 11-47 13,0 -
Bolsa periodontal (mm) 8,6 6-13 - -
Nivel de insercién periodontal (mm) 6,7 5-7 1,5 1,3-3,1
Puntuaciones de sangrado de toda la boca (%) 61,2 60-82 17,2 17-38
Puntuaciones de placa de toda la boca (%) 60,3 48-75 51 50-63
Odontol. Sanmarquina 2018; 21(4) 270
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La identificacién definitiva a nivel de especie fue reali-
zada por métodos bioquimicos por la fermentacién de
carbohidratos (1%), en medio peptona-extracto de le-
vadura (PY), utilizindose dextrosa, maltosa, manitol y
xilosa, para identificar A. actinomycetemcomitans, y glu-
cosa, galactosa, lactosa, sacarosa y fructosa, para F nu-
cleatum *'. Todas las cepas de A. actinomycetemcomitans
y E nucleatum aisladas e identificadas, fueron guardadas
congeladas en leche desnatada (10% - Difco) a-70 °Cy

por liofilizacién.

Como controles positivos, fueron utilizadas cepas de
referencia: A. actinomycetemcomitans ATCC 29522, A.
actinomycetemcomitans ATCC 33384, A. actinomycetem-
comitans ATCC 43718, y E nucleatum ATCC 10953.

Biotipificaciéon de las cepas de A. actinomycetemco-
mitans. El biotipaje de A. actinomycetemcomitans fue
determinado por la variacién de los valores obtenidos en
processo de fermentacién de la dextrosa, maltosa, xilosa,
y manitol, conforme descrito en la literatura .

Deteccién molecular de A. actinomycetemcomitansy
E. nucleatum por la reaccién en cadena de la polime-
rasa (PCR). Las muestras clinicas colectadas y transpor-
tadas en medio VMGA III, fueron homogenizadas, y
300 pl fueron transferidos para tubo eppendorf, adicio-
nindose 300 pl de H O ultra-pura Milli-Q esterilizada.
En seguida, las muestras fueron lavadas tres veces con
H,O Milli-Q, por centrifugacién (10,000 x g, 10 minu-
tos), y el sedimento fue re-suspendido en 300 pl de H,O
Milli-Q. Posteriormente, esa suspensién bacteriana fue
hervida por 10 minutos, y nuevamente centrifugada,
siendo el sobrenadante (DNA) separado y usado inme-
diatamente, o congelado a —20 °C *.

Paralelamente, a partir del cultivo bacteriano puro,
aproximadamente 10 colonias de A. actinomycetemcomi-
tans, y cinco de E nucleatum, fueron re-suspendidas en
500 pl de H,O Milli-Q, homogenizadas, y hervidas por

10 minutos. En seguida, fueron centrifugadas (14,000 x
% 10 minutos), y el sobrenadante (DNA) fue congelado
a -20 °C, hasta el momento de su uso '%.

Reaccién de amplificacién del DNA. Fueron utiliza-
dos tres diferentes pares de partidores para A. actinomy-
cetemcomitans'y dos pares para F nucleatum descritos en
la literatura ' #°_El uso de partidores diferentes fue
para comprobar su especificidad en la deteccién de cada
una de las bacterias evaluadas. Los partidores fueron sin-
tetizados por Invitrogen (Sao Paulo, SP), y sus secuen-
cias estdn presentadas en la Tabla 2.

La reaccién de amplificacién fue realizada en termoci-
clador (Perkin Elmer, Gene Amp PCR System 2.400),
programado para: 1 ciclo de 94 °C, por 5 minutos; 30
ciclos de: 94 °C, por 30 segundos, temperatura de ali-
neamiento para cada partidor (Tabla 2), por 30 segun-
dos, y 72 °C, por 30 segundos; y finalmente, 1 ciclo de
72 °C, por 5 minutos, para extension final del DNA. En
todas las reacciones de amplificacién fueron incluidos
controles negativos, sin adicién del DNA blanco. Las
reacciones fueron realizadas en voliimenes finales de 25
pl, conteniendo: 8,25 pl de H,0 Milli-Q, 2,5 ul de 10X
PCR buffer, 1 ul de MgClL, (50 mM), 1 ul de INTP (0,2
mM), 1 pl de cada partidor (0,4 pM), 0,25 pl de Zag
DNA polimerasa (5 U) y 10 pl de DNA.

Los productos amplificados de DNA fueron detectados
por electroforesis en gel de agarosa (1%), preparado en
solucién 1X TBE (tampén Tris-borato, EDTA, pH 8,5)
(Invitrogen), en fuente de alimentacién (BioRad), a 70
V, por 2 horas. Como control de peso molecular fue uti-
lizado 1 kb DNA ladder (Gibco BRL). Al término de la
electroforesis, el gel fue tefido con solucién de bromuro
de etidio (0,5 pg/ml). Las bandas fueron observadas y
fotografiadas en transiluminador de luz UV con cima-
ra digital (Eletrophoresis Documentation and Analysis
System 120, Kodak Digital Science).

Tabla 2. Partidores especies-especificos usados en la deteccidn de Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Fusobac-

terium nucleatum

Producto Temperatura de

Partidores Secuencia (5'3") (kb) alineamiento Referencias
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
ASH1 -AAA CCC ATCTCT GAG TTCTTCTTC- o .
AHS2 -ATG CCA ACT TGA CGT TAA AT- 05kb 55°C Ashimoto etal. ®
AA1 -CGT GCC AGC AGC CGC GGT AAT ACG- 02%b 70°C Carcia et al. ?
AA2 -CTT TGC ACA TCA GCG TCA G GTA CAT CCC CAA GG- . ’
FU1 -GTT TAG CCC TGG TGC CCG AGG- o . 2
FU2 TGA CGG GCG GTG TGT ACA AGG- 05kb 55°C Macheleidth et al.
Fusobacterium nucleatum

-CAA ATG CTT GTG TCA ATA ATA CT- o .
FN-5047 TTT AGA AAT GGT AGA ATA AT- 0,5 kb 40°C Avila-Campos et al. 2
5059-S -ATTGG GCT AAA AATTAT AGTT- 1kb 40°C Avila-Campos et al. 2

-ACC CTC ACT TTG AGG ATT ATA G-

* Nivel de significancia al 1%
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Andlisis estadistico. Los valores obtenidos en este es-
tudio, fueron analizados por el Indice de Kappa (K) *2
para verificacion de la concordancia entre la deteccién
bacteriana por los métodos de cultivo y PCR, asi como
también, para demostrar la especificidad y sensibilidad
de los ensayos utilizados en la deteccién de los organis-
mos evaluados.

Resultados

Por el método de cultivo, de las 50 muestras analizadas
de B, 9 (18%) fueron positivos para A. actinomycetem-
comitans, aislindose 19 cepas. De la misma forma, 10
(20%) de esas muestras fueron positivas para F nuclea-
tum aisldndose 19 cepas. También, de las 50 muestras
analisadas de S, solamente 1 (2%) fue positiva para A.
actinomycetemcomitans obteniéndose dos cepas, y 12
(24%) muestras positivas para F nucleatum obtenién-
dose 18 cepas.

En la Tabla 3 estdn expresados los valores, en porcen-
tajes, de sensibilidad y especificidad de los partidores
especificos para ambos microorganismos evaluados con
relacién al método de cultivo. Es notado también que
los tres partidores fueron mds sensibles en la deteccién
microbiana para muestras de S. El partidor AA mostré
sensibilidad de 100% para las muestras de P y S. Por
el cdlculo del indice kappa (k) para evaluar el grado de
concordancia en la deteccién de ambos organismos, en-
tre los métodos de cultivo y PCR, fue constatado baja
o ninguna concordancia entre los métodos utilizados (P
> 0,005) (Tabla 4). Para la deteccién de FE nucleatum la
sensibilidad de deteccién varié de 25 a 50% vy la especi-
ficad fue elevada variando de 67 a 97%.

En la Tabla 4 son mostrados los valores comparativos
en la deteccién de ambos microorganismos evaluados,
entre el método de cultivo y la deteccién por PCR, uti-
lizdndose diferentes partidores especificos. También,

Tabla 3. Porcentajes de sensibilidad y especificidad de los partidores especificos utilizados en la deteccién de Aggrega-

tibacter actinomycetemcomitans y Fusobacterium nucleatum

Deteccion en muestras clinicas

Partidores Sensibilidad* (%)

Pacientes

Sanos

Especificidad** (%)

Pacientes Sanos

Aggregatibacter actinomycetemcomitans

ASH 5 100 75 95

AA 100 100 5 15

FU 77 100 59 60
Fusobacterium nucleatum

FN-5047 50 34 67 87

5059-S 30 25 97 97

*Sensibilidad (positivo-verdadero) = (Nro. de positivos iguales para PCR y cultivo/Nro. de positivos por cultivo) x 100.

**Especificidad (negativo-verdadero) = (Nro. de negativos iguales para PCR y cultivo/ Nro. de negativos por cultivo) x 100.

Tabla 4. Valores obtenidos en la evaluacién comparativa entre los métodos de cultivo y PCR en la deteccidon de A. acti-

nomycetemcomitans y F. nucleatum, en muestras clinicas y en VMGA IlI

Partidores
A. actinomycetemcomitans F. nucleatum
Muestras clinicas(n)
Cultivo ASH FU AA FN-5047 5059-S
+ - + - + - + - + -
Pacientes con periodontitis +10 2 7 7 2 9 0 3 7 5 5
(50) -40 10 31 17 24 39 2 1 39 13 27
K 0,019 0,220 0,018 0,355 0,135
P) (0,555) (0,024) (0,250) (0,002)* (0,151)
Individuos sanos +22 1 1 0 1 0 3 9 4 8
©0) -30 2 47 20 29 42 7 1 37 5 33
K 0,485 0,055 0,007 0,221 0,290
(P (<0,001)* 0,118) (0,342) (0,056) (0,006)

K= indice kappa; P <0,005=K=#0
*Valores estadisticamente significativos

Odontol. Sanmarquina 2018; 21(4)
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se puede notar que las muestras negativas por cultivo,
fueron positivas para la deteccién bacteriana por PCR,
y los partidores ASH y FN-5047 mostraron valores es-
tadisticamente significativos. Por PCR usdndose los tres
pares de partidores especificos para A. actinomycetem-
comitans, fueron observadas diferencias en la deteccién
de esta bacteria, tanto para muestras clinicas de P y S,
respectivamente, como sigue: partidor AA, 96% y 86%;
partidor FU, 48% y 42%; y partidor ASH, 24% y 6%.
También, los porcentajes de deteccién de £ nucleatum
de las muestras de P y S fueron, respectivamente: parti-
dor FN-5047, 36% y 18%; y partidor 5059-S, 8% para

ambas muestras colectadas.

En la Figura 1 se pueden observar los valores de por-
centajes de aislamiento para cada organismo estudiado,
en los dos grupos de individuos analizados (pacientes y
sanos), y por los dos métodos de deteccién microbia-
na usados en este estudio. Todas las cepas aisladas de
A. actinomycetemcomitans y F nucleatum presentaron las
caracteristicas coloniales tipicas de cada especie en me-
dio TVBV, y las 21 cepas de A. actinomycetemcomitans
fueron agrupados en cinco biotipos: II (10 cepas: 8 de P
y2deS), VI (1 cepa), VIII (4 cepas), IX (1 cepa), y X (5
cepas); siendo el més prevalente, el biotipo II (Figura 2).

En las Figuras 3 y 4 se observan los productos amplifi-
cados para A. actinomycetemcomitansy E nucleatum, res-
pectivamente, para cada partidor especifico utilizado.

120 ~

100 ~

Cultivo ASH FU

PCR

A. actinomycetemcomitans

AA Cultivo

Discusion

En este estudio, fue realizada la deteccién comparati-
va de dos importantes microorganismos bucales, parti-
cipantes de procesos periodontales. Para esto, se com-
par6 el método de cultivo con la utilizacién del medio
selectivo TSBV ' especifico para el aislamiento de A.
actinomycetemcomitans. Interesantemente, el uso de este
medio de cultivo también permitié el aislamiento £ nu-
cleatum con buen crecimiento y preservando sus carac-
teristicas coloniales tipicas. Esto puede ser explicado por
los nutrientes presentes en el medio de cultivo y por la
incubacién en condiciones de anaerobiosis.

Microorganismos como A. actinomycetemcomitans 'y E
nucleatum son importantes componentes de la micro-
biota residente bucal humana y animal, y tienen par-
ticipacién en varias infecciones mono-microbianas y
mixtas, tales como sinusitis, infecciones pélvicas, osteo-
mielitis, abscesos pulmonares y cerebrales, y enfermedad
periodontal 2%,

Debido al elevado niimero de microorganismos bucales,
particularmente, los periodontopatégenos que pueden
ser aislados de un dnico sitio periodontal, los métodos
de identificacién y deteccién microbiana deben ser pa-
dronizados. Los progresos obtenidos en el diagndsti-
co microbiolégico periodontal pueden colaborar para
el mejor conocimiento del microbioma subgingival,
constituyéndose en herramientas auxiliares para el tra-

Il Pacientes

[l Sanos

FN-5047  5059-S

PCR

F. nucleatum

Figura 1. Valores en porcentajes de deteccidn de A. actinomycetemcomitans y F. nucleatum en muestras de
bolsa periodontal (pacientes) y surco gingival (sanos), por los métodos de cultivo y PCR, por cada partidor
especifico (ASH, FU, AA, FN-5047 y 5059-S) utilizado
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Nro. de cepas

o =~ N W A 00 O N © © O

VIl VI IX
Biotipo

Figura 2. Relacién de los biotipos encontrados en las 21 cepas de A. actinomycetemcomitans
aisladas (19 de Py 2 de S). O biotipo II* (albergd 8 cepas de Py 2 de S)

Figura 3. Amplificacidon del DNA de A. actinomycetemcomitans obtenido de cultivo
puro y de VMGA llI, respectivamente, utilizando tres diferentes partidores especificos:
Lineas 1y 2, partidor ASH; lineas 3 y 4, partidor AA; lineas 5y 6, partidor FU; linea 7, A.
actinomycetemcomitans ATCC 33384, partidor FU; linea 8, marcador de peso molecu-

lar de 1kb DNA ladder
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Figura 4. Amplificacion del DNA de F. nucleatum obtenido de cultivo puro y de
VMGA lll, respectivamente, utilizandose dos pares diferentes de partidores
especificos: Lineas 1y 2, partidor FN-5047; lineas 3 y 4, partidor 5059-S; linea
5, control negativo (utilizando agua esterilizada en lugar del DNA bacteriano);
linea 6, F. nucleatum ATCC 10953, partidor 5059-S; linea 7, marcador de peso
molecular de 1kb DNA ladder

tamiento de las enfermedades periodontales . Es im-
portante resaltar que, el diagndstico microbioldgico,
particularmente, para periodontopatdgenos anaerobios,
todavia no se constituye parte de la rutina de trabajo
de los periodoncistas, y su indicacién seria necesaria en
casos particulares. En el Brasil la identificacién de perio-
dontopatdgenos por PCR también no es usada rutina-
riamente.

La literatura muestra que A. actinomycetemcomitans pre-
senta 10 tipos bioquimicos diferentes *'. En este estudio,
fue observado que la mayoria de los pacientes albergé
un tnico biotipo, siendo el mds prevalente el biotipo II
(Figura 2). En el Brasil, Avila-Campos et al. '° y Waha-
gusi ez al. *2, relataron la predominancia de cepas del bio-
tipo X. Esas diferencias observadas, muestran la diver-
sidad y heterogeneidad de este grupo microbiano. Por
otro lado, en el Brasil existe una poblacién multiétnica,
con fuerte mezcla de razas y hdbitos peculiares y la ocu-
rrencia de diferentes patégenos bucales en biopelicula
dental o subgingival puede haber influenciado en estos
resultados.
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En este estudio, por el método de cultivo, el aislamiento
de A. actinomycetemcomitans fue observado en 18% de
los pacientes (P) y en 2% de los sanos (S), concordando
con la literatura . Similarmente, £ nucleatum fue ais-
lado en 20% de los pacientes (P) y en 24% de los sanos
(S). Resultados similares fueron presentados por No-
gueira ez al. *°, evaluando la prevalencia de periodonto-
patdégenos en la poblacién Argentina, donde observaron
diferencias significativas entre las microbiotas de sitios
sanos y enfermos.

Actualmente, la utilizacién de métodos moleculares,
especialmente sondas de DNA y PCR han permitido
la identificacién rdpida de varios microorganismos con
gran sensibilidad y especificidad de deteccién #*. En
la deteccién por PCR, fueron utilizados tres partido-
res diferentes, observindose discrepancias en el grado
de deteccién para A. actinomycetemcomitans (Figura 1),
sugiriéndose que la seleccién de los partidores en la de-
teccién microbiana es importante para obtenerse resul-
tados reales. También, por el nivel de esa discrepancia,
expresados en porcentajes, los tres partidores utilizados
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para detectar A. actinomycetemcomitans mostraron dife-
rencias en la sensibilidad y especificidad (Tabla 3). Esa
discrepancia, tanto en sanos como en pacientes, tam-
bién fue observada con los partidores usados para detec-
tar F nucleatum.

La utilizacién del partidor AA para la deteccién de A.
actinomycetemcomitans mostré valores elevados, tanto
en pacientes como en sanos. Esos datos sugieren que el
DNA bacteriano de ese organismo estaba presente en
las muestras colectadas, indicando su participacién en
la microbiota bucal de esos individuos, siendo necesa-
rio mayores estudios visando un mejor esclarecimiento
sobre la participacién de ese grupo microbiano en la mi-
crobiota residente de la cavidad bucal humana.

En la deteccién de A. actinomycetemcomitansy E nuclea-
tum no fue posible observar alguna concordancia entre
cultivo y PCR. Por otro lado, esa falta de concordancia
también fue observada entre los partidores especificos
utilizados (Tabla 4). Ciertamente, esto, refuerza la hi-
pétesis de escoger adecuadamente los partidores para
la deteccién de periodontopatdgenos, particularmente,
aquellos con elevado grado de heterogeneidad, como es
el caso de A. actinomycetemcomitansy F nucleatum.

También, es importante mencionar que las discrepan-
cias cuanto a los valores de sensibilidad y especificidad
mostrados en los diferentes estudios, pueden ser expli-
cadas por las diferentes condiciones de procesamiento y
obtencién de DNA, reactivos utilizados, y hasta la expe-
riencia del operador.

En términos odontoldgicos, las técnicas de biologia
molecular han eliminado la necesidad del cultivo bac-
teriano en el andlisis de muestras de biopeliculas sub-
gingivales, contribuyendo para la obtencién de un diag-
néstico rdpido y para un mejor monitoramiento de las
enfermedades infecciosas bucales, pudiendo ser detecta-
dos microorganismos directamente del material clinico,
hasta aquellos, considerados exigentes o de dificil cul-
tivo, o no cultivables *. En conclusidn, la utilizaciéon
de métodos moleculares como PCR en la deteccién de
microorganismos bucales directamente de las muestras
clinicas de la cavidad bucal, representa una nueva era en
la odontologia contempordnea.
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