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Resumen
Objetivo: Establecer la prevalencia de Aggregatibacter ac-

tinomycetemcomitans en pacientes con periodontitis crónica en 
distintos estadios y la distribución de serotipos, utilizando la téc-
nica de reacción en cadena de la polimerasa. 

Materiales y métodos: Participaron 54 sujetos, de entre 
35 y 65 años de edad, con diagnóstico de periodontitis crónica. 
La periodontitis se clasificó en leve, moderada y severa. Como 
grupo control se incluyeron 24 sujetos sin periodontitis, con los 
mismos parámetros de inclusión. Para la detección de Aggregati-
bacter actinomycetemcomitans se procesaron muestras de placa 
subgingival obtenidas con cono de papel absorbente, conservadas 
a -20 °C hasta su procesamiento. El ácido desoxirribonucleico 
se extrajo por el método de bromuro de cetiltrimetilamonio, y 
se utilizó la técnica de reacción en cadena de polimerasa para su 
identificación y serotipado. 

Resultados: Los resultados de las reacciones fueron leídos 
por electroforesis en geles de agarosa teñidos con bromuro de eti-
dio, y la visualización fue realizada por transiluminación ultravio-
leta. La prevalencia de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
en periodontitis crónica fue del 14,81%; el serotipo más 
frecuente fue el b. No se obtuvieron diferencias estadística-
mente significativas entre los grupos con y sin periodontitis 
(p=0,064), ni entre los estadios de periodontitis y el serotipo 
presente (p=0,2139). 

Conclusión: Aunque los resultados coinciden con la biblio-
grafía, sería conveniente repetir el estudio sobre una muestra ma-
yor.

Palabras clave: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, 
periodontitis, periodontitis crónica, periodontopatógenos, técnica 
diagnóstico molecular.

Abstract
Aim: To determine the prevalence of Aggregatibacter actinomy-

cetemcomitans in patients at different stages of chronic periodon-
titis, establishing serotype distribution using the polymerase chain 
reaction. 

Materials and methods: Participants were 54 subjects bet-
ween 35 and 65 years diagnosed with chronic periodontitis,. Perio-
dontitis was classified as mild, moderate and severe. The control 
group included 24 subjects with the same parameters of inclusion 
without periodontitis. The presence of Aggregatibacter actinomy-

cetemcomitans was detected obtaining subgingival plaque sam-
ples with absorbent paper cones that were stored at -20 °C until 
processing. Deoxyribonucleic acid was extracted by the method of 
cetyl trimethylammonium bromide and the polimerasa chain reac-
tion technique was used for identification and serotyping. Reaction 
results were read by electrophoresis in agarose gels stained with 
ethidium bromide visualized by ultraviolet transillumination. 

Results: The prevalence of Aggregatibacter actinomycetemco-
mitans obtained in chronic periodontitis was 14.81%; and the most 
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frequent serotype was type b. No statistically significant differences 
between groups where obtained when comparing individuals with 
and without periodontitis (p=0.064); and no significant differen-
ces were found between stages of periodontitis and its serotype 
(p=0.2139).  

Introducción
Aggregatibacter (antes, Actinobacillus) actinomyce-

temcomitans (Aa) es un cocobacilo o bacilo pequeño 
Gram negativo, inmóvil, anaerobio facultativo o cap-
nofílico y sacarolítico. Muchos serotipos son mencio-
nados como comensales de esta bacteria. Forma parte 
de la microbiota bucal, y se localiza principalmente en 
el biofilm supra o subgingival. Es reconocida como ha-
bitante normal de la mucosa oral, de la placa dental y de 
los surcos gingivales,1 y puede ocasionar infecciones en 
otras partes del cuerpo por diseminación.2-5 En 1976 se 
la halló con frecuencia asociada a periodontitis juvenil 
localizada; sin embargo, puede contribuir también al de-
sarrollo de otras formas de periodontitis.6-9

Tiene, como factores de virulencia, elementos estruc-
turales y productos extracelulares. Presenta fimbrias que 
favorecen la adhesión a células epiteliales de la encía, 
y como organismo Gram negativo posee lipopolisacá-
ridos (LPS) en su pared. Otro factor de virulencia es 
una toxina distensora (Cdt) que actúa sobre linfocitos 
T y macrófagos, y que permite la unión y la invasión a 
células epiteliales.10 Según otros autores, puede alterar 
el citoesqueleto de fibroblastos humanos y producir su 
lisis.11 También es factor de virulencia la producción de 
leucotoxina, fuerte toxina que invade y altera la función 
de los polimorfonucleares.10 El polisacárido O que for-
ma los LPS que rodean al germen permite clasificar a 
esta bacteria en seis serotipos: a, b, c, d, e, f, a los que se 
agrega el g, recientemente descubierto.12 Los serotipos 
a, b y c se recuperan más frecuentemente de la cavidad 
oral en comparación con los serotipos d y e, y los seroti-
pos b y c son los de mayor virulencia.13 

Hoy la periodontitis es considerada una enfermedad 
de etiología multifactorial, y entre sus causas se encuen-
tra el factor microbiano.14-16 Éste es dado por la biope-
lícula subgingival instalada en el surco gingival, y se 
compone de una sucesión de bacterias con gran carga 
virulenta. Entre sus colonizadores se halla el grupo rojo 
de Socransky,17 es decir: Porphyromona gingivalis, Tan-
nerella forshytensis, Treponema dentícola. 

Como se ha mencionado, Aa forma parte de la micro-
biota bucal; no pertenece al grupo citado, pero es consi-
derado potencialmente patógeno de acuerdo al serotipo 
que habite en el huésped. Los serotipos más vinculados 

a la periodontitis agresiva son el b –que asimismo se 
asocia con la producción de betalactamasas, bacteremia 
y endocarditis– y el c, que se aísla principalmente de in-
fecciones extraorales y de cavidades orales sanas.18 Por 
esto se hace imprescindible el uso de estudios microbio-
lógicos, que sirven para identificar posibles factores de 
riesgo, evaluar la severidad de la lesión, determinar el 
pronóstico, establecer un plan de tratamiento adecuado 
o elegir un antibiótico específico.19

La periodontitis crónica se caracteriza clínicamente 
por alteraciones de color, textura y volumen de la encía 
marginal, sangrado durante el sondeo de la bolsa gingi-
val, menor resistencia de los tejidos blandos al sondeo 
por aumento de la profundidad de la bolsa, pérdida del 
nivel de inserción durante el sondeo, retracción del mar-
gen, pérdida de hueso alveolar, exposición de furcación 
radicular, aumento de movilidad dentaria y, finalmente, 
pérdida de la pieza dentaria.20 Es prevalente en adultos, 
y se relaciona con la falta de higiene, niveles de biope-
lícula, y existen otros factores predisponentes locales, 
como el hábito de fumar, el estrés y factores de riesgo 
sistémicos. 

La gravedad de la periodontitis depende del grado de 
pérdida de inserción clínica; puede ser leve, moderada o 
avanzada.21 La mayoría de las veces, la progresión es de 
lenta a moderada, sin embargo puede haber momentos 
de destrucción rápida. 

Los métodos de detección de la microbiota subgingival 
son complejos y específicos. Entre ellos, se mencionan 
los cultivos selectivos, el inmunodiagnóstico y técnicas 
moleculares como la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR). Esta última no utiliza microorganismos vivos; se 
basa en la amplificación de un fragmento de ADN, por lo 
que se necesitan sondas de ADN para identificar, más fá-
cil y rápidamente, el germen investigado en la muestra.19 
Varios estudios han utilizado este método para detección 
de diversos periodontopatógenos en distintos tipos de en-
fermedad periodontal, y han comparado su efectividad 
con el tradicional método de cultivo.21-23 

El objetivo de este trabajo es establecer la prevalencia 
de Aa y sus serotipos en pacientes con periodontitis cró-
nica de la ciudad de Corrientes, Argentina, utilizando la 
técnica de PCR.

Conclusion: Our results are similar to other findings men-
tioned in the literature. We believe that the sample size should be 
increased in future studies.

Keys words: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, chro-
nic periodontitis, molecular diagnostic technic, periodontitis, pe-
riodontopathogens.
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Materiales y métodos
Población. La muestra se compone de dos grupos: 

uno de 54 personas sistémicamente saludables, con 
diagnóstico clínico de periodontitis crónica, de entre 35 
y 65 años de edad; y otro de 25 personas sin enfermedad 
periodontal, sistémicamente sanas, con igual rango de 
edad. Todos asistieron a las clínicas odontológicas de la 
Facultad de Odontología de la Universidad Nacional del 
Nordeste. Cada participante firmó el consentimiento de 
acuerdo al aprobado por el Comité de Bioética de esta 
institución. Los criterios de exclusión fueron: embara-
zo, lactancia, presencia de diabetes u otra enfermedad 
sistémica que alterara el curso de la enfermedad perio-
dontal, terapia periodontal en el último año, o utiliza-
ción de antimicrobianos de forma sistémica o tópica en 
los seis meses previos al examen clínico y a la toma de 
muestras microbiológicas. 

Muestras. Después de realizar el examen clínico, se 
registraron la profundidad de bolsa y la recesión gingival 
empleando una sonda periodontal calibrada (tipo Mar-
quis) que permitió clasificar la periodontitis en leve (hasta 
4 mm), moderada (5 y 6 mm) o severa (más de 6 mm). En 
cada paciente, se determinaron los dos sitios con mayor 
profundidad de sondaje. Se aisló la zona con rollos de al-
godón, se removió la placa supragingival con una torunda 
de algodón, y se secó el sitio; se tomaron muestras del 
surco gingival con conos de papel absorbente n.º 30 o 35 
(Asorbent Paper Points; Meta, Biomed, Chungbuk, Co-
rea) durante 60 segundos, y se colocaron en tubos Eppen-
dorf, los cuales fueron transportados bajo refrigeración y 
almacenados a -20 °C hasta su procesamiento. 

Extracción de ADN. El material adherido a los conos 
de papel fue suspendido en solución fisiológica (500 µL) 
homogeneizando en vórtex durante 10 segundos. Se 
extrajo el cono de papel, se centrifugó por 4 minutos a 
12.000 rpm, se obtuvo un pellet de células y se desechó el 
excedente de solución fisiológica. El ADN se extrajo por 
el método de CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio). Se 
adicionaron al pellet 500 µl de solución de homogeniza-
ción con bromuro de cetiltrimetilamonio; las muestras se 
incubaron a 60 °C en baño termostático durante 60 minu-
tos. Se agregó una mezcla (500 µl) de cloroformo/alcohol 
isoamílico en una proporción de 24:1; se mezcló vigoro-
samente y se centrifugó a 12.000 rpm durante 3 minutos. 
Luego se adicionaron 500 µl de una solución de alcohol 
isopropílico, se agitó nuevamente y se centrifugó por 10 
minutos a 13.000 rpm. Se descartó el sobrenadante. Se 
agregaron 500 µl de alcohol etílico 70%, se agitó de for-
ma lenta, y se centrifugó a 13.000 rpm durante 5 minutos. 
Se descartó el sobrenadante y se suspendió el pellet en 
30 µl de agua tridestilada. 

Amplificación por PCR.9 Las secuencias de cebado-
res utilizadas para la identificación de Aa fueron LKT2 
5’- CTAGGTATTGCGAAACAATTTG-3’ y LKT3 
5’CCTGAAATTAAGCTGGTAATC-3’, que amplifican 
un fragmento de 262 pares de bases. La reacción se rea-
lizó en un volumen final de 20 µl. Las concentraciones 
finales fueron de 1X buffer de PCR, 1,5 mM de MgCl2, 
0,25 mM de cada dNTP (Biodynamics, Argentina) 1 µM 
de cada primer y 2,0 U Taq DNA polimerasa (Prome-
ga, Argentina). El programa de ciclado (Termociclador 
Multigene, Estados Unidos) consistió en una desnatu-
ralización por 2 minutos a 96 °C, seguida de 25 ciclos: 
15 segundos a 94 °C, 30 segundos a 54 °C, 60 segundos 
a 72 °C, con extensión final de 10 minutos a 74 °C e 
incubación a 4 °C. En todas las reacciones se incluyeron 
controles negativos y positivos consistentes en agua y 
ADN obtenidos por el método de lisis con CTAB y su 
posterior purificación, a partir de cepas de referencia. 
Los productos de PCR se separaron por electroforesis en 
agarosa 1% en buffer TBE1x, teñidos con bromuro de 
etidio y visualizados por transiluminación UV. 

Para el serotipado a-e se realizó una PCR Multiplex (a-e). 
Los cebadores utilizados para la serotipificación fueron SA-F 
5’-GCAATGATGTATTGTCTTCTTTTGGA-3’-SA-R 
5’-CTTCAGTTGAATGGGGATTGACTAAAAC-3’; 
SB-F 5’- CGGAAATGGAATGCTTGC-3’ - SBR 5’-CT-
GAGGAAGCCTAGCAAT-3’; SC-F 5’-AATGACTGC-
TGTCGGAGT-3’-SC-R 5’-CGCTGAAGGTAATGTC-AG-3’; 
SD-F 5’-TTACCAGGTGTCTAGTCGGA-3’ -SD-R
5’-GG-CTCCTGACAACATTGGAT-3’; SE-F 5’CGTA
AGCAGGAAGAATAGTAAACGT-3’ -SE-R 5’-AAT
AACGATGGCACATCAGACTTT-3. La reacción se rea-
lizó en un volumen final de 20 µl. Las concentraciones fi-
nales fueron de 1X buffer de PCR, 1,5 mM de MgCl2, 0,25 
mM de cada dNTP (Biodynamics), 2 µM de cada primer y 
2,0U Taq DNA polimerasa (Promega), más 2 µl de los ADN 
obtenidos. El programa de ciclado consistió en una desna-
turalización de 5 minutos 94 °C, seguida de 25 ciclos de 40 
segundos 94 °C, 30 segundos 54 °C, y 40 segundos 74 °C, 
continuando con extensión final de 10 minutos a 74 °C e 
incubación a 4 °C. Los productos de PCR se separaron por 
electroforesis en agarosa 1% en buffer TBE1x, teñidos con 
bromuro de etidio y visualizados por transiluminación UV.

Resultados
Población. Los sujetos con periodontitis presenta-

ron una edad promedio de 50 ± 8 años. El 59,25% 
eran de sexo masculino, y el 40,74% de sexo femeni-
no. El grupo control arrojó un promedio de edad de 
45 años, un 20% de sexo masculino y 80% de sexo 
femenino.
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Tabla 1. Distribución de la severidad de la lesión según la 
profundidad de sondaje.

Clasificación
Frecuencia 

(%) N

Leve 42,59 25

Moderada 24,07 12

Severa 25,92 17

Fuente: propia.

Tabla 2. Prevalencia de Aa en pacientes estudiados.

Con periodontitis 54
(+): 8 (14,81%)

(-): 46 (85,18%)

Sin periodontitis 25 (-): 0 (100%)

Inspección clínica. El índice de O’Leary promedió el 
41,37% en el sexo femenino y el 40,93% en el masculi-
no. De acuerdo a la profundidad de sondaje, se obtuvie-
ron los resultados que se muestran en la tabla 1.

El grupo se dividió en pacientes con periodontitis y 
sin periodontitis. En la tabla 2 puede observarse la fre-
cuencia de distribución de Aa.

Se empleó la prueba estadística de Chi cuadrado para 
evaluar las diferencias según la presencia o la ausencia 
de Aa en un grupo de pacientes con periodontitis y en 
un grupo control sin periodontitis. El valor de p fue de 
0,064. Este valor no es significativo al 5%, lo cual su-
giere que con mayor cantidad de datos la hipótesis de 
diferencias entre grupos puede ser demostrada.

En este trabajo, se implementó la PCR para la detec-
ción de Aa. Se logró la identificación del 14,81% en 
promedio aritmético, correspondiente a 8 de los pacien-
tes estudiados. En el sexo femenino se logró el mayor 
número de determinaciones, y se halló la mayor preva-
lencia en periodontitis moderadas. En el grupo control 
de sujetos sanos sin enfermedad periodontal no se de-
tectó la presencia de Aa y, por lo tanto, ningún serotipo 
(figs. 1 y 2).

Las muestras clínicas Aa detectables se sometieron a 
PCR Multiplex para establecer los serotipos (fig. 3).

Aunque en las muestras positivas pudieron observarse 
bandas de detección, una no pudo ser serotipada, proba-
blemente porque la cantidad de ADN existente no fue 
suficiente para determinar el serotipo. 

Los resultados de acuerdo al sexo y la gravedad de la 
lesión periodontal pueden consultarse en la tabla 3.

Figura 3. Perfil electroforético en gel de agarosa 1%. Calle 1: 
escalera alélica de peso molecular lograda en la PCR Multiplex; 
calle 2: fragmento de 559 pb (serotipo c); calles 3 y 4: bandas de 
298pb aproximadamente, que se correlacionan con serotipo b; 
calle 5: banda de aproximadamente 559 pb; calle 6: marcador 
de peso molecular (Cienmarker); calle 7: banda de 559 pb que se 
correlaciona con serotipo c; calle 8: no amplificó; calle 9: banda 
de aproximadamente 428 pb que se correlaciona con serotipo 
a; calle 10: escalera alélica de peso molecular lograda en la PCR 
Multiplex; calle 11: control serotipo c; calle 12: control negativo.

Figura 1. Perfil electroforético de amplicones de PCR sencilla, 
especie específica, para Aa en gel de agarosa (1%). Calle 1: Mar-
cador de peso molecular (CienMarker); calles 2, 5, 7 y 8: mues-
tras clínicas Aa detectables; calles 3, 4 y 6: muestras clínicas Aa 
no detectables; calles 9 y 10: controles positivos (cepas 3632 y 
29523); calle 11: control negativo (H2O).

Figura 2. Perfil electroforético en agarosa 1% de un grupo de 
pacientes estudiados. Calles 1, 3, 4, 5 (banda débil observada 
directamente): muestras clínicas Aa detectables; calles 2, 8, 9, 
10: pacientes Aa no detectables; calle 7: marcador de peso mo-
lecular; calles 12 y 13: controles positivos (cepa 29523 y 781); 
calle 14: control negativo.
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Tabla 4. Distribución de serotipos según sexo y severidad de la 
lesión.

Sexo
Grado de

periodontitis
a  b c d e

Paciente 13 F Leve + / / / /

Paciente 22 F Moderada + / / / /

Paciente 33 F Leve / / / / /

Paciente 34 F Moderada / + / / /

Paciente 39 M Leve / / + / /

Paciente 40 M Moderada / + / / /

Paciente 44 F Severa / + / / /

Paciente 53 F Moderada / / / / +

Tabla 3. Distribución de frecuencia de Aa por sexo y edad.

Sexo
Periodontitis

Leve Moderada Severa

Femenino 6 2 3 2

Masculino 2 1 1 /

Las muestras clínicas en las que se detectó genoma 
bacteriano perteneciente a Aa de acuerdo a las condicio-
nes estudiadas fueron sometidas a análisis de serotipo 
por PCR Multiplex. De los 8 pacientes, fue posible de-
terminar 7, que se distribuyeron según sexo y grado de 
periodontitis (tabla 4).

Se realizó la prueba Chi cuadrado en el grupo con pe-
riodontitis, a fin de evaluar si las diferencias de serotipo 
están relacionadas con los tipos leve, moderado y severo 
de periodontitis. No se obtuvieron diferencias significa-
tivas entre los grupos y el serotipo presente (p=0,2139). 
Para el análisis estadístico se utilizó el programa InfoStat 
versión 2014 (Grupo InfoStat, FCA, Universidad Na-
cional de Córdoba, Argentina).

Discusión 
En este trabajo pretendimos demostrar la presencia de 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans y la frecuen-
cia de sus serotipos, mediante PCR, en muestras de lí-
quido crevicular proveniente de bolsas periodontales de 
pacientes con periodontitis crónicas. Para ello, se estan-
darizó la técnica de reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR), lo cual permitió disponer de otro método de diag-
nóstico para la identificación de microorganismos, que 
reúne las características de especificidad y sensibilidad. 

En la población estudiada –individuos de raza blanca, 
de entre 35 a 65 años– se determinó una prevalencia del 
14,81% de Aa en pacientes con diagnóstico clínico de 
periodontitis crónica, lo cual coincide con los estudios 
de Rylev,24 quien menciona que la prevalencia de Aa va 
del 8% al 57% en diferentes poblaciones del mundo. Va-
rios estudios emplearon PCR para la identificación de 
diferentes microorganismos. Roman-Torres25 halló una 
prevalencia de Aa del 17,7% en periodontitis leves y 
moderadas, y un 17,7% en periodontitis severas, sin una 
diferencia significativa entre los estadios de enfermedad 
periodontal. Otros dos estudios latinoamericanos23,26 de-
terminaron una prevalencia cercana al 20%. En 2003, 
un estudio27 sobre población japonesa halló una preva-
lencia del 19,5% de Aa en periodontitis crónica. En un 
estudio realizado en 2009 por Vieira,28 en una población 
nativa de Brasil, se encontró una prevalencia de Aa del 
34%, lo que difiere de nuestro trabajo; es probable que 
las profundidades de la bolsa y la etnia hayan contri-
buido a tan alto porcentaje. Según Flemmig,29 la detec-
ción de Aa en muestras de líquido crevicular depende 
de la cantidad de placa subgingival y del método de 
muestreo. Este autor sugiere el empleo de curetas para 
logar mejores resultados. En nuestro trabajo se utilizó 
el método de muestreo con conos de papel absorbente 
introducidos en el surco gingival; se recurrió al método 
de PCR sencilla, por contar con el material, reactivos 
y equipamiento para ello. Varios estudios evaluaron la 
distribución de los serotipos y demostraron resultados 
disímiles de asociación30 en sujetos periodontalmente 
sanos, con periodontitis agresiva y crónica e infecciones 
en distinta localización.31-33 Asimismo, la distribución 
depende de la raza, la etnia, las poblaciones geográfi-
cas y la susceptibilidad del huésped. En este estudio, se 
trabajó con oligonucleótidos específicos para identificar 
los serotipos a, b, c, d, e. El serotipo hallado con mayor 
frecuencia fue el b; este serotipo es el más relacionado 
con las periodontitis agresivas dada su alta carga viru-
lenta, aunque pueden diferenciarse dos cepas: una alta-
mente leucotóxica (JP2), que produce mayor pérdida de 
inserción;34 y otra levemente leucotóxica (Y4). En este 
trabajo, sólo pudimos establecer la presencia del seroti-
po b, no así de las diferentes cepas. Éste fue hallado en 
lesiones moderadas y severas. El serotipo que mostró el 
segundo lugar en frecuencia fue el a, en lesiones leves 
y moderadas; seguido del c y del e, también en lesiones 
leves y moderadas, respectivamente. En Estados Uni-
dos, el serotipo b fue más común que los serotipos a y 
c, en pacientes con periodontitis agresiva localizada.35 
En un estudio realizado en Finlandia,36 el serotipo más 
frecuente fue el b en pacientes con periodontitis, y el c 
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en pacientes periodontalmente sanos. En japoneses con 
periodontitis, los serotipos a, c y e fueron los más pre-
dominantes.37 Aunque algunos autores34,38 observaron 
huéspedes con infección mixta de serotipos, en nuestro 
trabajo no hemos encontrado coinfección de serotipos. 
En este estudio se incluyó un grupo de sujetos periodon-
talmente sanos en los cuales no fue detectada la presen-
cia de Aa y, por ende, ningún serotipo. 

Conclusiones
Se halló una prevalencia del 14,81% de Aa en pacientes 

de raza blanca con periodontitis crónica. Aunque coinci-
de con otros resultados, sería conveniente realizar el estu-
dio sobre un número mayor de muestras. Con respecto al 
serotipo, independientemente de la severidad de la lesión, 
en la población estudiada el más frecuente fue el b, apli-
cando similar metodología a la utilizada en otros países.
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