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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue diseñar 
y estandarizar la técnica de PCR para detección 
en líquido gingival de Porphyromonas gingivalis, 
en pacientes con enfermedad periodontal. Ma-
terial y métodos: Se utilizaron iniciadores espe-
cíficos para el gen ARNr 16s de Porphyromo-
nas gingivalis. La especificidad de los iniciadores 
se ensayó utilizando material genético extraído 
de la cepa de referencia Porphyromonas gingi-
valis ATCC 33277. Se ajustaron las condiciones 
de amplificación y concentraciones de la mez-
cla de reacción. Para validar la técnica se aplicó 
a diez muestras clínicas de líquido gingival de 
pacientes con enfermedad periodontal. Resul-
tados: Se vizualizaron bandas nítidas a 197pb 
utilizando cebadores específicos en seis mues-
tras clínicas, y se obtuvo sensibilidad hasta 15 
ug/ml de ADN purificado de la cepa de refe-
rencia ATCC 33277.Conclusiones: Se validó y 
estandarizó una PCR sencilla para la detección 
de Porphyromonas gingivalis en líquido gingival.

Palabras claves
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Abstract

The aim of the present work was to design 
and standardize the PCR technique for the de-
tection of Porphyromonas gingivalis in gingival 
fluid in patients with periodontal disease. Mate-
rial and methods: Specific primers were used for 
the Porphyromonas gingivalis 16s rRNA gene. 
The specificity of the primers was assayed using 
genetic material extracted from the reference 
strain Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. 
The amplification conditions and concentrations 
of the reaction mixture were adjusted. To vali-
date the technique was applied to 10 clinical sam-
ples of gingival fluid of patients with periodontal 
disease. Results: Clear bands were visualized at 
197bp using specific primers in 6 clinical sam-
ples, and sensitivity was obtained sensitivity up 
to 15ug / ml purified DNA from the reference 
strain ATCC 33277. Conclusions: A single PCR 
was validated and standardized for the detection 
of Porphyromonas Gingivalis in gingival fluid.

Key words
PCR, Porphyromonas gingivalis, gingival fluid.

Resumo

O objectivo deste estudo era conceber e 
padronizar a técnica de PCR para a detecção 
de fluido gengival Porphyromonas gingivalis em 
doentes com doença periodontal. foram uti-
lizados iniciadores específicos para o gene de 
rRNA 16S de Porphyromonas gingivalis: Mate-
rial e métodos. A especificidade dos iniciadores 
foi testada utilizando extraído a partir da estirpe 
de referência condições de amplificação do ma-
terial genético ATCC 33277. Porphyromonas 
gingivalis e concentrações da mistura reaccional 
foi ajustado. Para validar a técnica foi aplicada 
para dez amostras clínicas de fluido gengival de 
pacientes com doença periodontal. Resultados: 
bandas nítidas são vizualizaron de 197pb utilizan-
do iniciadores específicos em seis amostras clí-
nicas e de sensibilidade foi obtida até 15 ug / ml 
de ADN purificado a partir da estirpe de refe-
rência ATCC 33277.Conclusiones: foi validado 
e estandardizado simples PCR para a detecção 
de Porphyromonas gingivalis em fluido gengival.

Palavras chave
PCR, Porphyromonas gingivalis, fluido gengival.

Introducción

La periodontitis es una enfermedad, que se 
caracteriza por la pérdida de inserción perio-
dontal de las piezas dentarias. La periodontitis 
se considera una enfermedad infecciosa de ori-
gen poli-microbiano y la literatura menciona a 
más de 300 patógenos posiblemente relaciona-
dos con la destrucción periodontal1. En la va-
riada microbiota subgingival, diferentes especies 
Gram negativas, anaerobias estrictas y microae-
rófilas juegan un papel primordial en el inicio y 
progresión de la enfermedad periodontal. Di-
ferentes complejos microbianos se asociaron 
con la secuencia de colonización sobre la super-
ficie de la pieza dentaria y con la gravedad de 
la enfermedad. El complejo rojo2, que aparece 
tardíamente en la secuencia del desarrollo del 
biofilm, comprende especies que se consideran 
microorganismos patógenos periodontales tales 
como Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis), Tre-
ponema dentícola, y Tannerella forsythia1,3,4. Los 
expertos coinciden en que estas bacterias inician 
la periodontitis humana y la perpetúan. De he-
cho, en el Taller Mundial de 1999 sobre Perio-
doncia clínica se concluyó que la mayor parte de 
las periodontitis humanas son causadas por las 
especies antes mencionadas, a las que se suma 
Aggregatibacter (antes Actinobacillus) actinomyce-
temcomitans5.

P.gingivalis es un cocobacilo gramnegativo, 
anaerobio estricto, con factores de virulencia 
que le proveen un gran potencial para colonizar 
e invadir tejidos periodontales, modular la res-
puesta inmune del huésped, desencadenar una 
respuesta inflamatoria crónica y colaborar con 
los procesos de destrucción de tejido periodon-
tal y hueso alveolar6-9. Conocer los meca nismos 
mediante los cuales P.gingivalis evade los ataques 
del sistema inmune, es de suma importancia para 
comprender su rol en la periodontitis. La inte-
racción entre las células del huésped y P. gingivalis 
puede ser la clave para mantener la salud o la 
progresión de la enfermedad. Este microorganis-
mo desempeña un papel crucial en la disbiosis 
dentro de la comunidad microbiana oral, quizás, 
al servir como un disruptor de comunicación en-
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tre el biofilm poli-microbiano y el sistema inmune 
del huésped10. Se considera que las comunidades 
microbianas exhiben una virulencia sinérgica que 
les permite soportar la respuesta inmunológica 
del huésped y, también, desarrollar mecanismos 
para valerse del proceso inflamatorio, utilizando 
los tejidos deteriorados del huésped como nu-
trientes. Surgen, de este modo, nuevos modelos 
para entender los mecanismos y epidemiología 
de las infecciones poli-microbianas tales como la 
periodontitis, integrando la interacción microbia-
na y elementos de la inmunidad inmune innata 
y adaptativa, que inician y propagan la inflama-
ción periodontal crónica11. Estas características 
permiten que se considere a P. gingivalis como el 
principal patógeno de la periodontitis y de enfer-
medades sistémicas como artritis reumatoidea y 
enfermedades cardiovasculares12. Teniendo en 
cuenta el rol que desempeña este microorganis-
mo en la iniciación y progreso del proceso in-
flamatorio periodontal, su identificación se hace 
necesaria para definir la etiología de la enferme-
dad e instaurar un tratamiento adecuado. Tradi-
cionalmente, la tipificación se basó en métodos 
de cultivo a partir de su aislamiento, incluyendo a 
la microscopía, los criterios fenotípicos y bioquí-
micos. Sin embargo, estas pruebas son laboriosas 
y, a veces, proporcionan resultados conflictivos, 
lo cual puede originarse en la variación existente 
entre cepas de una misma especie. Las técnicas 
basadas en el análisis de ADN se utilizan para 
identificar bacterias en forma directa a partir de 
muestras clínicas y eludir la necesidad de cultivo 
In Vitro13.

En microbiología, esta metodología permite 
la detección de secuencias de ácidos nucleicos 
(ADN o ARN) que son específicos y conser-
vados para cada microorganismo, a partir de 
diferentes matrices. Su aplicación, surge como 
una necesidad para detectar microorganismos 
de difícil crecimiento en cultivo tradicional o 
desarrollos tardíos. PCR es una de las herra-
mientas de amplificación más sensible y que, en 
la actualidad, se aplica más satisfactoriamente en 
el área de microbiología clínica. Particularmente, 
para los microorganismos patógenos que son 
difíciles de aislar In Vitro o que presentan creci-
miento lento, así como para el agente etiológico 
de aquellas infecciones clínicamente atribuibles a 
microorganismos emergentes14.

Para la detección universal bacteriana, ARN 
ribosomal 16S es el utilizado ampliamente, de-
bido a su omnipresencia en todos los organis-
mos procariotas, con porciones conservadas a 
lo largo de la evolución y, a partir de la puesta 
en evidencia de porciones de su secuencia es 
posible obtener información filogenética y ta-
xonómica15.

Desde su publicación, la técnica de PCR se 
utilizó ampliamente en Ciencias Médicas y de 
la salud tal como la Odontología16. La amplifi-
cación de secuencias de ácidos nucleicos me-
diante PCR para la detección de los distintos 
microorganismos periodontopatógenos se uti-
lizó para agentes etiológicos de distintos tipos 
de enfermedad periodontal17,18.El objetivo del 
presente trabajo fue estandarizar y optimizar 
la técnica de PCR específica para la detección 
de Porphyromonas gingivalis en muestras de 
líquido gingival o crevicular.

Materiales y Métodos

Selección de los iniciadores: Para el diseño y 
optimización de la técnica de PCR se utilizaron 
iniciadores específicos para el gen que codifica 
una región conservada del ARNr 16S o ADN 
16S (gen-housekeeping) en Porphyromonas 
gingivalis. La especificidad de los iniciadores se 
ensayó empleando material genético extraído 
de la cepa ATCC® de Porphyromonas gingiva-
lis 33277™. La estrategia del ensayo se diseñó 
en forma simple y económica. Se utilizaron los 
cebadores descriptos en el protocolo de PCR 
de acuerdo con Quintero y col (2011)17 cuya 
banda se visualiza a 197 pares de bases (pb). Ex-
tracción de ADN: Para la extracción de ADN , 
se tomó una alícuota de 100µl de la suspensión 
celular y se resuspendió en solución fisiológica 
(400 µl), luego se homogeneizó en vortex du-
rante 20 segundos. Se centrifugó (4 min, 1.200 
rpm), se desechó el sobrenadante y se recuperó 
el pellet celular para la extracción del material 
genético. El ADN se extrajo empleando el pro-
tocolo que emplea Bromuro de cetil trimetila-
monio (CTAB) de acuerdo con lo sugerido por 
Stewart y col. (1993)19 y, posteriormente, se pu-
rificó con cloroformo–alcohol isoamílico. Para 
evaluar la cantidad y calidad de ADN genómi-
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co obtenido se utilizó el fotómetro UV Ampli-
Quat, AQ-07 Nucleic Acid se midió la absorban-
cia a 260 nm (A260) y 280 nm (A280) utilizando 
la fórmula siguiente: [ADN]= A260 nm x D x 
50 μg/mL D= factor de dilución. El grado de pu-
reza se calculó dividiendo la absorbancia a 260 
nm entre la absorbancia a 280 nm. Condiciones 
de PCR. Las secuencias de cebadores utilizadas 
para la identificaciónde P. gingivalis fueron Pg-
1F 5´-TGTAGATGACTGAAAACC-3’ - Pg-2 
R 5’-ACGTCATCCCCACCTTCCTC-3´, que 
amplifican 197 pb. La reacción se realizó con un 
volumen final de 20 μl. Se realizaron curvas para 
obtener las concentraciones óptimas de MgCl2 y 
de oligonucleótidos. Las concentraciones finales 
fueron: 1X buffer de PCR, 2 mM de MgCl2, 0,25 
mM de cada dNTP (Biodynamics, Argentina) 1 
μM de cada primer y 1,0 U Taq DNA polime-
rasa (Promega, Argentina). Se empleó como 
control positivo la cepa de referencia P. gingi-
valis ATCC® 33277TM y como control negativo, 
agua. Programa de termociclado. La secuencia 
de ciclado (termociclador Bio-Rad, China) con-
sistió en 1 ciclo de desnaturalización durante 5 
min a 94 °C, seguido de 40 ciclos a 94 ºC duran-
te 30 s, unión del cebador a 55 ºC durante 30 
s, extensión a 72 ºC durante 45 s con extensión 
final a 72 °C durante 10 min e incubación adicio-
nal a 4 ºC. Análisis del producto de amplificación 
por electroforesis en gel. Los productos PCR se 
separaron por electroforesis en un gel de agaro-
sa 1% en buffer TBE1X. Se sembraron 10 ml en 
cada pocillo más 3 ml de Gel Red 10,000X (Bio-
tium, USA), diluido (3X) en agua destilada-deio-
nizada más 3ml de buffer de carga (60% glicerol, 
0,05% azul bromofenol). Como marcador de 
Peso Molecular (PM) se utilizaron 5 µl de Cien-
Marker, (Biodynamics, Argentina). En una cuba 
horizontal Sub Cell® GT (Biorad, China) y usan-
do TBE 1X (Trisma base, ácido bórico, EDTA, 
pH 8) como buffer de corrida; se aplicaron 100 
voltios durante 30 min. Las bandas se visuali-
zaron en un fotodocumentador (MaestroGen, 
Taiwan). Sensibilidad de la PCR. Se determinó 
empleando diluciones 1/10, 1/100, 1/1000 del 
ADN purificado, obtenido a partir de la cepa de 
referencia ATCC® de P. gingivalis 33277TM. Para 
validar la técnica se procesaron diez muestras 
clínicas de pacientes que asistieron a las Clínicas 
Odontológicas de la Facultad de Odontología 

de la Universidad Nacional del Nordeste, con 
diagnóstico previo de periodontitis, cada parti-
cipante firmo el consentimiento aprobado por 
el Comité de Bioética de la Facultad de Odon-
tología de la UNNE. Las muestras fueron obte-
nidas con conos de papel absorbente (Asorbent 
Paper Points; Meta, Biomed, Chungbuk,Corea) 
conservadas en tubos Eppendorf a -20°C hasta 
su procesamiento (Fig 1).

Resultados

Con el método de extracción con CTAB y 
purificación se obtuvo 1552,65 ug/ml de DNA 
genómico de la cepa de referencia ATCC® P. 
gingivalis 33277TM, y la calidad del DNA con 
una relación de OD260/OD280 de 1,648 de 
pureza. Luego de estandarizar la metodología 
de PCR, se obtuvieron resultados satisfacto-
rios con visualización de bandas nítidas a 197 
pb, correspondiente a los iniciadores específi-
cos cuando se utilizó como molde ADN puri-
ficado correspondiente a la cepa de referencia 
ATCC® P. gingivalis 33277TM de mientras que 
en las calles correspondientes al control nega-
tivo no se visualizaron bandas de amplificación . 
Para analizar la sensibilidad de la prueba se reali-
zaron diluciones: 1/10 ,1/100 y 1/1000 de ADN 
genómico de la cepa de referencia ATCC® P. 
gingivalis 33277TM, la prueba de PCR presento 
gran sensibilidad, llegando a detectar hasta 15 
ug/ml de ADN purificado correspondiente a la 
dilución 1/100 del templado. Cuando la técni-
ca se aplicó a las muestras de líquido gingival se 
observó la presencia de banda compatible con 
P. gingivalis en seis muestras de pacientes con 
enfermedad periodontal, una banda nítida a 197 
pb correspondiente al control positivo ADN 
purificado de la cepa de referencia ATCC® P. 
gingivalis 33277TM y no se observó banda en el 
control negativo, donde de utilizo agua en reem-
plazo del templado. Fig 1
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Discusión

En la actualidad surgen nuevas líneas de in-
vestigación sobre la diversidad bacteriana den-
tro de las biopelículas, su patogenicidad y la sus-
ceptibilidad propia del paciente para producir 
una respuesta inmune dirigida a los patógenos 
periodontales invasores. Entre las técnicas mo-
leculares, PCR, particularmente, es la metodolo-
gía más empleada para el diagnóstico de los mi-
croorganismos debido a su elevada sensibilidad y 
especificidad, por lo que resulta una herramienta 
útil para este fin220,21. La capacidad para detectar 
e identificar secuencias de ácidos nucleicos pro-
venientes de microorganismos permitió la de-
tección de bacterias tanto cultivables como via-
bles no cultivables, entre ellas P. gingivalis. Mättö 
y col (1998)22 demostraron la efectividad de la 
metodología PCR en la detección de P. gingivalis 
en saliva comparándola con técnicas de cultivo 
y, arribaron a la conclusión que la capacidad de 
detección mediante PCR fue superior a la que 
emplea cultivo. Okada y col en el año 200022, 
recogieron material de placa a partir de cepillos 
dentales de niños, con el objetivo de detectar 
la presencia de Actinobacillus actinomycete-
mcomitans y P. gingivalis utilizando PCR. Estos 

autores, indicaron que dichos microorganismos 
raramente se detectaron en las cavidades orales 
de niños sanos, a diferencia de aquellos que pre-
sentaron patologías. Sakamoto y col en el año 
200123, compararon las metodologías de PCR 
convencional, PCR en tiempo real utilizando el 
sistema LightCyclerTM y, ​​el método de cultivo 
para detectar y cuantificar bacterias periodon-
topatógenas tales como A. actinomycetemcomi-
tans, B. forsythus, P. gingivalis, T. dentícola y T. 
socranskii en saliva y placa subgingival. Tomaz-
inho y col en 200724 evaluó la prevalencia de P. 
gingivalis y otros microorganismos en lesiones 
periapicales crónicas por metodología de cultivo 
y PCR hallando un 15.2% y 43.3% con cada mé-
todo respectivamente. Este hallazgo confirmó 
los resultados reportados en estudios anterio-
res21,25 que mostraron mayor sensibilidad de la 
técnica PCR que la de cultivo para la detección 
de bacilos anaerobios estrictos. El menor por-
centaje de prevalencia empleando metodología 
de cultivo, se debería a las dificultades para re-
cuperar estos microorganismos en función de 
su elevada sensibilidad frente al oxígeno. Varios 
estudios concluyeron al comparar la tecnología 
de PCR cuantitativa y el procedimiento de culti-
vo, que la elevada sensibilidad y especificidad de 
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Figura 1. Perfil electroforético de amplicones PCR especie específica de Porphyromonas gingivalis en 
agarosa (1%). CM: marcador de peso molecular CP: Control positivo cepa de referencia Porphyromo-
nas gingivalis ATCC® 33277™ CN: Control negativo. Calles 1,2,3,7,8,9 muestras clínicas Porphyro-
monas gingivalis detectable. Calles 4,5,6 muestras clínicas Porphyromonas gingivalis no detectable.
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la PCR cuantitativa, justifican su uso en los estu-
dios epidemiológicos y en el diagnóstico clínico 
de los pacientes periodontales26,27. 

P. gingivalis, por sus fimbrias se adhiere a cé-
lulas del endotelio vascular simulando recepto-
res plaquetarios, favoreciendo así el proceso 
aterogénico; por la capacidad de invadir células 
endoteliales, evade el sistema inmune y además 
produce alteraciones hemostáticas. De igual 
manera, las mujeres embarazadas que padez-
can enfermedad periodontal estarán expuestas 
a riesgo de parto pre-término o bajo peso del 
niño al nacer, dependiendo de la magnitud de 
la respuesta inflamatoria lo que se refleja en el 
grado de destrucción periodontal. En el siste-
ma respiratorio, ya sea por aspiración o por vía 
hematógena P. gingivalis es reconocida por las 
células de la inmunidad natural a través de re-
ceptores tipo Toll, activando la producción de 
sustancias proinflamatorias28.

Conclusión

En la medida en que la microbiología evolu-
cionó, en la cavidad bucal se aislaron, aproxima-
damente, unas 400 especies bacterianas, de las 
cuales el 30%, aún, no se pudieron cultivar. PCR 
es una herramienta muy útil en diversos campos 
de investigación y en Odontología. Entre mu-
chas de sus aplicaciones, se puede utilizar para 
el diagnóstico de virus, parásitos y bacterias de 
difícil cultivo por poseer una alta especificidad, 
sensibilidad y seguridad, por ofrecer un diagnós-
tico confiable, más rápido y menos laborioso 
que los cultivos convencionales para este tipo 
de microorganismos. La metodología PCR para 
detectar P. gingivalis es de particular interés en 
el diagnóstico médico y odontológico.Se validó 
y estandarizó una PCR sencilla para la detección 
de Porphyromonas gingivalis en líquido gingival.
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