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RESUMEN

Objetivos: La finalidad del presente articulo fue investigar sobre el patbgeno Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) e identificarlo mediante la reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR). Materiales y métodos: Se utilizd la técnica de lisis alcalina para la extraccion de &cido
desoxirribonucleico (ADN), mediante PCR e iniciadores especificos se amplific6 un segmento del gen acido
ribonucleico ribosémico (ARNr) 16S de A. actinomycetemcomitans. La especificidad de los iniciadores se ensayo
utilizando material genético extraido de la cepa de referencia A. actinomycetemcomitans ATCC 33384, frente a
otras cepas. Resultados: Se investigd a detalle este patdgeno y se identific6 mediante primers especificos a A.
actinomycetemcomitans. Conclusiones: Mediante PCR convencional se obtuvo una técnica sensible y especifica
para la deteccion de A. actinomycetemcomitans.

Palabras clave: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Enfermedades periodontales; Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (Fuente: DeCS).

ABSTRACT

Objectives: The aim of this article was to investigate the pathogen Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
actinomycetemcomitans) and identify it by polymerase chain reaction (PCR). Materials and methods: The alkaline
lysis technique was used for DNA extraction, and a segment of the 16S rRNA gene of A. actinomycetemcomitans
was amplified by PCR and specific primers. The specificity of the primers was tested using genetic material
extracted from the reference strain A. actinomycetemcomitans ATCC 33384, against other strains. Results: This
pathogen was investigated in detail and A. actinomycetemcomitans was identified by means of specific primers.
Conclusions: A sensitive and specific technique for the detection of A. actinomycetemcomitans was obtained by
conventional PCR.

Keywords: Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Periodontal Diseases; Polymerase Chain Reaction (Source:
MeSH).
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INTRODUCCION

La enfermedad periodontal es una patologia
inflamatoria crénica y multifactorial, resultado
de la acumulacion de placa dental en los tejidos
alrededor de los dientes formando bolsas que
conducen a la reabsorcién 6sea, dando como
consecuencia el aflojamiento y posterior
pérdida de los dientes, afectando a la
masticacion y la estética. Los principales
patégenos de la enfermedad periodontal son
las bacterias anaerobias, entre las cuales
figuran: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Eikenella,
Capnocytophaga, Prevotellas, Bacteroides
forsythus, Porphyromonas gingivalis.
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
actinomycetemcomitans) esta Ultima posee una
serie de caracteristicas las cuales la convierten
en uno de los patdgenos con gran importancia
en la enfermedad periodontal, ademas de poder
involucrarse en la generacibn de otras
patologias como el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares (1:23),

La enfermedad periodontal es una afeccion
grave, de complejo desarrollo, bastante comun
a nivel mundial y conlleva procesos
inflamatorios en la insercion alveolar de los
dientes. Se ha confirmado que el biofilm
subgingival desempefia un rol importante junto
a las respuestas defensivas del periodonto en
los procesos inflamatorios. Los pacientes con
esta enfermedad presentan signos que se
logran visualizar a nivel macroscépico como:
inflamacion de las encias, dafio al tejido blando,
formacién de bolsas periodontales, ademas,
esta infeccidn puede llegar a destruir al hueso
alveolar si no se trata apropiadamente, lo que
puede generar una pérdida progresiva de
soporte en los dientes provocando su caida 34,
Esta enfermedad es multifactorial, asociada al
habito de fumar, cambios hormonales (en
mujeres embarazadas-gingivitis de embarazo),
mala higiene bucal, uso de drogas, obesidad,
entre otros. Esto contribuye a la acumulacion de
distintas  especies de  microrganismos,
provocando el desarrollo de patégenos como A.
actinomycetemcomitans, una bacteria que tiene
la capacidad de agravar la enfermedad
periodontal “3),

A. actinomycetemcomitans es un cocobacilo
anaerobio facultativo, que se desarrolla mejor
bajo condiciones de anaerobiosis, es una
bacteria Gram-negativa, no movil, en su pared
celular presenta endotoxinas o también
llamados lipopolisacaridos propios de esta
bacteria. Adicionalmente su polisacarido

permite identificar serotipos desde “a” hasta “g”,
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en los cuales varia su accion de virulencia
especialmente por la accion de la leucotoxina.
Cabe recalcar el serotipo “b” es considerado el

mas leucotoxico, por esta razén esta
relacionado a la periodontitis de rapida
destruccion ©),

A. actinomycetemcomitans es un

microorganismo el cual fue aislado por Klinger
en 1912, lo nombré Bacterium actinomycetum
comitans, 9 afios después, Lieske en 1921 lo
denomindé como Bacterium comitans; Topley y
Wilson en el afio de 1929, nombraron al
microorganismo como: Actinobacillus
actinomycetemcomitans siendo este el nombre
mas caracteristico. Finalmente, en el afio 2006
tanto Neils como Mogens, mediante estudios de
Acido desoxirribonucleico (ADN) confirmaron el
gran parecido entre cuatro bacterias:
Haemophilus segnis, Haemophilus aphrophilus,
Haemophilus paraphrophilus y Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Las cuales conforman
entre ellas un nuevo género conocido como
Aggregatibacter “4.),

Esta bacteria posee factores de virulencia, los
cuales actian directamente en el huésped para
dar lugar a su proliferacién, provocando una
destruccibn sumamente notable a las células
del periodonto. Entre los principales factores de
virulencia tenemos :

e Leucotoxina: actla sobre los leucocitos
especialmente en los polimorfonucleares y
macréfagos, formando poros que son
transmembranosos, los cuales van a
producir la pérdida del potasio, afectando
asi a las células de defensa disminuyendo
la respuesta inmunoldgica del huésped,
facilitando asi la colonizacion de bacterias.

¢ Endotoxina: es una toxina que activa a los
macrofagos los cuales una vez estimulados
producen proteinas como la IL1-B y factor
de necrosis tumoral alfa, los cuales son los
mediadores de la inflamacién y reabsorcion
Osea.

e Epiteliotoxinas: interviene en el mecanismo
de profundizacién e invasion destruyendo

los hemidesmosomas de la unién
intercelular.
e Citotoxinas: su funcion es impedir la

produccion de fibroblastos e intervenir en la
sintesis de colageno del huésped, para la
restauracion de los tejidos @.

Estos factores dan paso a que la cavidad bucal
sea colonizada, permitiendo la union a las
células epiteliales y a la hidroxiapatita, ademas
de contribuir a la formacién de la biopelicula
mediante el siguiente proceso: colonizacion
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especifica sobre las lineas de las encias,
adhesion en el entorno de la biopelicula,
movilizacion a un nuevo entorno a nivel
subgingival y anulacion de las defensas
mucosas del paciente a este nivel @,

Esta bacteria se involucra en la enfermedad
periodontal debido a que posee fimbrias que
contribuyen a que esta se adhiera al tejido
blando de la cavidad oral, ademas de que tiene
la capacidad de autoagregarse al biofilm
subgingival, y la facultad de impedir las
funciones de las células polimorfonucleares,
fibroblastos, macréfagos y células del epitelio.
Esto hace que la bacteria provoque inflamacion
e infeccién en las encias, lo que acabara en la
pérdida de los tejidos de soporte dentario ©).

Una gran variedad de bacterias se ha
encontrado en la placa bacteriana o biofilm,
relativamente alrededor de 700 tipos de
bacterias, de las cuales, dentro de esa cantidad
se encuentra A. actinomycetemcomitans
localizada en el surco gingival. Su agresividad
esta descrita por dichos factores de virulencia,
su funcidn es actuar en el periodonto, de manera
gue activa sus mecanismos de proliferacion y
destruccién para actuar directamente en el
huésped causando afecciones. EI dafio
provocado por esta bacteria es de rapida
progresioén si se encuentra complementado de
biofilm en grandes cantidades alrededor de las
inserciones de los dientes, llegando a producir:
deterioro, bolsas periodontales, movilidad
dentaria, y con el paso del tiempo la pérdida de
los mismos ©,

MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion fue de tipo experimental,
transversal, descriptivo. Se determind la
presencia de un gen especifico de especie de
zonas conservadas del &cido ribonucleico
ribosémico (ARNT) 16S para A.
actinomycetemcomitans mediante el uso de
cebadores especificos (Tabla 1). Se trabajé con
cepas ATCC 33384 de A.
actinomycetemcomitans, a esta cepa se la
coloc6 en caldo de cultivo (tripticasa soya), se
incub6 de 24 a 48 horas (anaerobiosis) (19,

Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN se utilizo el método
de lisis alcalina. Se tom6é 1 ml de caldo de
cultivo tripticasa soya que contenia a A.
actinomycetemcomitans, se centrifugé por 10
minutos a 10000 rpm y se elimind el
sobrenadante, después se afiadi6 50 ul de

Aggregatibacter actinomycetemcomitans en enfermedad periodontal
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solucién de lisis formada por dodecilsulfato
sadico al 1% en NaOH 0,25 N, se homogeneizd
y se calent6 por 10 minutos a 98 °C, se agrego
450 pl de agua libre de nucleasas vy
nuevamente se centrifugdé por 20 segundos a
3000 rpm. Una vez extraido el ADN se conservo
a -20°C 11.12),

Identificacion genotipica de A.
actinomycetemcomitans

Se llevo a cabo la identificacién molecular de la
cepa de A. actinomycetemcomitans, a través de
la técnica de PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa). En la tabla 1 se describen los
primers (iniciadores), cebadores que se dirigen
a una region especifica de especie del gen de
ARNr 16S de este patégeno, ademas del
tamafio de los amplicones y las condiciones de
la PCR.

El volumen final que se obtuvo de la PCR fue
de 20 ul que contenia: 10 ul de Mastermix Go
Tag Green 2x de Promega, 1,5 pl de cada
primer Forward AaF y Reverse ConR, 5 ul de
agua ultrapura y 2 ul de ADN extraido, la
amplificacién se realizé en un termociclador
SimpliAmp de Thermo Fisher, los protocolos se
indican en la Tabla 1. Los productos de
amplificacién se separaron por electroforesis en
geles de agarosa al 1,5% P/V (50 ml de gel de
agarosa con 2 ul de SYBR Safe DNA Gel Stain
10000x de Invitrogen) sobre una camara de
electroforesis horizontal sumergido en buffer
TAE 1X a 100 Voltios por 60 minutos, con un
Ladder (Trackit™ de Invitrogen) de 1000 pb,
para finalizar se visualizaron en un
transiluminador uv y posteriormente
fotografiados con una camara digital 113

Aspectos éticos

Desde el punto de vista ético la presente
investigacion es considerada sin riesgos,
debido a que no se trabajaron con muestras
clinicas humanas, Unicamente se trabajo con
cepa ATCC 33384 Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

Esta investigacién es parte del Proyecto de
Investigacion Formativa “Prevalencia de
microorganismos en pacientes con enfermedad
periodontal que acuden a la clinica
odontoldgica de la Universidad Catdlica de
Cuenca” de la Carrera de Odontologia Matriz.
La parte practica se realiz6 en el laboratorio de
Biotecnologia del CIITT con el Grupo de
investigacion en Genética y Biologia Molecular
de Microorganismos de la Universidad Catolica
de Cuenca.
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Tabla 1. PCR convencional para la deteccién de A. actinomycetemcomitans

Bacteria Primers (5'-3") Taman_o/del Condiciones Referencia
amplicon
« Desnaturalizacién a 94 °C por "
F: ATTGGGGTTTAGCCCTGGTG 10 min 35 ciclos de: Mujica et al.
; «94°Cpor30s (2010)

A'ac.ttlnomyCEtem R: ACGTCATCCCCACCTTCCTC 360 (pb) *55°Cpor30s

comitans «72°Cpor30s Ready
Extension final a 72 °C por 10 g]. (2008)
min

RESULTADOS

El presente estudio fue realizado con cepas de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC
33384 como se observa en la Figura 1.

L C1

C2 C3C4

Figura 1. Amplificacién para la deteccion de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

L: Ladder (marcador de peso molecular), C1:
Control negativo (cepa de Tannerella forsythia),
C2: Cepa ATCC 33384 de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, C3: Cepa ATCC
33384 de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, C4: Control negativo
(cepa de Porphyromonas gingivalis).
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DISCUSION

Perfecto D, et al.,, 2010 @, afirma que A.
actinomycetemcomitans e€s un microorganismo
muy virulento. Su agresividad se debe a los
factores estructurales, produccion de toxinas y
enzimas, lo que concuerda con lo descrito en
esta investigacién, asi mismo Flor et al., 2017,
recalca que estimula la reabsorcién 6sea por
sus mecanismos de accién e identifica una
nueva molécula llamada GroEl la cual
aparentemente actta de forma directa con las
células osteoclasticas 42,

A. actinomycetemcomitans es una bacteria la
cual tiene una prevalencia y rol importante en el
desarrollo de la enfermedad periodontal. Esto
concuerda con lo expuesto por Fine et al., 2019,
el cual realizd6 modelos moleculares vy
experimentales que demuestran que A.
actinomycetemcomitans es un colonizador
temprano, que puede modular la respuesta
inmunitaria local del hospedador y permitir el
crecimiento excesivo de otros patégenos,
comprobando asi la relevancia que tiene en el
desarrollo de la enfermedad periodontal .

Medina et al.,, 2022, efectu6 una revision
bibliografica para la extraccion de &cido
desoxirribonucleico (ADN) donde la muestra se
obtuvo de la placa supragingival del borde
cervical usando exploradores dentales
estériles, cada explorador fue introducido en un
tubo estéril con solucién salina tamponada con
fosfato y transportado en una bolsa de hielo a 4
°C hasta el laboratorio. Finalmente, a través de
la PCR se realiz6 la identificacion de A.
Actinomycetemcomitans (),

Mujica et al., (2010) y Ready et al., (2008)

realizaron la identificacion de A.
actinomycetemcomitans mediante la técnica de
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PCR, usando los primers ConR y AaF, a
diferencia de la presente investigacion en que
se uso6 otro método de extraccion de ADN (lisis
alcalina) obteniendo buenos resultados (13),

Se llegb a la conclusion que el A.
actinomycetemcomitans se encuentra asociado
en el desarrollo de la enfermedad periodontal,
debido a que posee factores de virulencia como
la leucotoxina, la cual inhibe la respuesta
inmunoldgica del periodonto, ademas de
fimbrias, que hacen posible la adhesion al tejido
blando de la cavidad oral, desencadenando
procesos inflamatorios, y con el paso del tiempo
presentando manifestaciones clinicas como
reabsorcion 6sea y movilidad de las piezas

dentarias. Se determiné6 que es de gran
importancia el diagnéstico temprano de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans

debido a su capacidad de adherirse al tejido
blando e inhibir la respuesta inmunoldgica del
huésped.

En esta investigacion se presenta un método
védlido de extraccion de ADN para
Aggregatibacter actinomycetemcomitans
mediante lisis alcalina, el cual podria ser
utilizado al trabajar con muestras clinicas. Asi
mismo, la identificacibn de este
microorganismo con la técnica de PCR, es
especifica, sensible y permite detectar en forma
rapida y a bajo costo a este microorganismo.
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