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RESUMEN

Objetivo: Algunos herpesvirus y en especial citomegalovirus
(HCMV) han sido implicados en la patogénesis de la enfermedad
periodontal y sobrecrecimiento bacteriano a nivel subgingival. El
objetivo de esta investigación es describir la frecuencia de de-
tección de HCMV y coinfección con bacterias periodontopáticas
en sujetos con periodontitis. Material y métodos: Parámetros
clínicos periodontales y muestras de placa bacteriana subgingi-
val fueron tomados de pacientes con periodontitis crónica (28),
periodontitis agresiva (5) y sujetos periodontalmente sanos (24).
Para detectar y cuantificar HCMV (copies/µL) se utilizó Real
Time PCR. La detección de P. gingivalis, T. forsythia, A. acti-
nomycetemcomitans y bacilos entéricos Gram negativos se rea-
lizó por medio de cultivo microbiológico. Diferencias entre grupos
fueron establecidas por medio de la prueba t de Student y Chi2

(P ≤ 0.05). Resultados: La frecuencia de detección de HCMV
fue de 60% en pacientes con periodontitis en contraste con
4.1% en sujetos periodontalmente sanos (P < 0.05). El número
promedio de copias de HCMV fue de 635.6 copias/µL en perio-
dontitis vs 6.45E-004 copias/mL en sujetos sanos. Los paráme-
tros periodontales (BOP, PD, CAL) estuvieron aumentados en
pacientes HCMV (+) así como la infección por P. gingivalis y T.
forsythia. Conclusiones: La detección subgingival de HCMV
estuvo asociada con parámetros clínicos aumentados y adicio-
nalmente co-infección entre HCMV y P. gingivalis y T. forsythia
puede ser un factor patogénico importante.

ABSTRACT

Objective: Some herpesviruses and particularly cytomegalovi-
rus (HCMV) have been implicated in the pathogenesis of peri-
odontal disease as well as in the subgingival bacterial over-
growth. The objective of the study was to determine the
frequency detection of HCMV and coinfection with periodonto-
pathic bacteria in subjects with periodontitis. Materials and
methods: Periodontal clinical parameters and subgingival
plaque samples were collected from 28 chronic periodontitis pa-
tients, five patients involved with aggressive periodontitis and 24
periodontally healthy subjects. Real time PCR was used to de-
tect and quantify the number of viral copies (copies/µL) of
HCMV. Bacterial culture was used to detect P. gingivalis, T. for-
sythia, A. actinomycetemcomitans and Gram negative enteric
rods. Differences between groups were established with the t
Student and Chi2 test (P ≤ 0.05). Results: the detection frequen-
cy of HCMV was 60% in periodontitis contrasting with 4.1% in
the control group (P < 0.05). The mean number of viral copies of
HCMV was 635.6 copies/µL in periodontitis vs 6.45E-004 copies/
mL in non periodontitis subjects. Periodontal disease clinical pa-
rameters (BOP, CAL, PD) were increased among HCMV+ pa-
tients as well as the infection by P. gingivalis and T. forsythia.
Conclusions: the subgingival detection of HCMV was associat-
ed with increased periodontal disease severity and also co-infec-
tion between HCMV and P. gingivalis and T. forsythia could be
an important pathogenic factor.
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INTRODUCCIÓN

La enfermedad periodontal es un proceso inflamato-
rio iniciado por la presencia de microorganismos en el
surco periodontal. El desafío microbiano desencadena
una compleja respuesta inmune que eventualmente
lleva a la destrucción de los tejidos periodontales de
soporte y pérdida dental.1,2

El citomegalovirus (HCMV) pertenece a la familia
Herpesviridae y tiene la capacidad de infectar diferen-
tes tipos de células y tejidos.3 En los últimos 10 años,
se ha propuesto que HCMV puede ser un participante
en la patogénesis de la enfermedad periodontal. Ha
sido encontrado como uno de los virus más frecuente-

mente detectados en sujetos con periodontitis en
comparación con sujetos sanos.4-9 Adicionalmente, se
ha detectado una mayor cantidad de copias de DNA
(HCMV) en bolsas profundas en contraste con bolsas
poco profundas.10-12 Esto sugiere que la infección por
HCMV en los tejidos periodontales puede agravar los
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parámetros clínicos periodontales y resultar en mayor
destrucción periodontal.

Teniendo en cuenta que la enfermedad periodontal
es principalmente iniciada por microorganismos, la re-
lación entre bacterias, la infección con bacterias pe-
riodontopáticas y HCMV son importante objetivo de in-
vestigación. Reportes previos implican la presencia
simultánea de Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia (anteriormente Bacteroides forsythus) Prevo-
tella intermedia y Campylobacter rectus y Citomegalo-
virus (HCMV), Epstein-Barr (EBV), Herpes simplex
(HSV) tipo 1 y 2 en relación con los efectos adversos
sobre los tejidos periodontales.13-15 La infección simul-
tánea de microorganismos periodontopáticos y HCMV
puede resultar en mayor inflamación y destrucción pe-
riodontal.

Basados en la información disponible al momento,
existe todavía una limitada evidencia que apoye la
asociación entre HCMV y periodontitis. El objetivo de
esta investigación es describir la frecuencia de detec-
ción de HCMV y coinfección con bacterias periodonto-
páticas en sujetos con periodontitis.

MATERIAL Y MÉTODOS

Los pacientes remitidos a las clínicas de periodon-
cia de la Escuela de Odontología de la Universidad del
Valle (Cali, Colombia) fueron invitados a participar en
el estudio. El diseño y protocolo de éste fue previa-
mente evaluado y aprobado por el Comité de Ética Hu-
mana Institucional. Fueron excluidos sujetos con dia-
betes, enfermedad cardiovascular, HIV, embarazo,
consumo de cigarrillo (> 15 cigarrillos/día), tratamiento
periodontal previo (4 meses) y consumo de antibióti-
cos (4 meses); también medicamentos antiinflamato-
rios (2 semanas) fueron excluidos del estudio. Cada
paciente firmó un consentimiento escrito informado
antes de ser incluido.

Sujetos y examen clínico

Treinta y tres pacientes con periodontitis (GP, edad
40.1 años) fueron distribuidos en dos grupos: 28 suje-
tos con periodontitis crónica (PC, edad 43.2 años) y 5
con periodontitis agresiva (PA, edad 24.8 años). Un
grupo de 24 sujetos sin periodontitis (GC, edad 30.8
años) fue incluido como grupo control. El diagnóstico
periodontal fue realizado de acuerdo a los parámetros
de la American Academy of Periodontology (AAP).16,17

Los pacientes con periodontitis presentaron pérdida
de inserción (Nivel de inserción, CAL ≥4 mm), forma-
ción de bolsas periodontales (Profundidad al sondaje,
PD ≥4 mm), sangrado al sondaje (BOP) y pérdida

ósea. Para discriminar entre periodontitis crónica y pe-
riodontitis agresiva se siguieron los parámetros de la
AAP. En el grupo control (GC) estaban sujetos que no
presentaban periodontitis. Estos pacientes presenta-
ban inflamación mínima (BOP) en ausencia de pérdida
de inserción (CAL ≤3 mm), bolsas periodontales (PD
≤3 mm) y pérdida ósea.

Se realizó un examen periodontal completo exclu-
yendo terceros molares, fue realizado en cada pacien-
te mediante el uso de una sonda computarizada (Flori-
da Probe, Florida Probe Corporation, Gainesville, FL
USA). Se registraron los siguientes parámetros clíni-
cos: profundidad al sondaje (PD), pérdida de inserción
clínica (CAL), sangrado al sondaje (BOP) e índice de
placa (PI).18 La pérdida ósea fue evaluada en radiogra-
fías periapicales.

Muestras clínicas, cultivo microbiológico y detección
viral

Se tomaron muestras de placa subgingival en duplica-
do de los 6 sitios más profundos en pacientes con perio-
dontitis y 6 sitios periodontalmente sanos (ausencia de
pérdida de inserción, BOP, pérdida ósea) en los sujetos
del grupo control. Después de remover placa bacteriana
supragingival con una gasa estéril, el sitio fue aislado
con algodones y se procedió a introducir una punta de
papel estéril hasta el fondo de la bolsa/surco. Las puntas
fueron mantenidas en su lugar por 20 segundos y luego
transferidas a un vial único con VMGAIII para análisis
por cultivo microbiológico. El mismo procedimiento fue
realizado nuevamente pero las puntas esta vez fueron
transferidas a un vial de microcentrífuga y congelado a
-70°C para análisis viral. Con fines descriptivos, los si-
tios muestreados son denominados “sitios infectados”
en la presentación de resultados.

Las muestras en VMGAIII fueron procesadas por
cultivo microbiológico para la detección de bacterias
periodontopáticas.19-23 Las siguientes bacterias fueron
identificadas y confirmadas usando pruebas bioquími-
cas (RapID ANA II, Remel, Norcross, GA, USA) y mo-
leculares (colony PCR): Aggregatibacter actinomycete-
mcomitans (Actinobacillus actinomycetemcomitans),
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia (ante-
riormente, Bacteriodes forsythus) y bacilos entéricos
Gram negativos. Los bacilos entéricos Gram negativos
fueron subcultivados en agar MacConkey y Cetrimide e
identificados con pruebas bioquímicas (API 20E®,
bioMerieux, Inc, Marcy l’Etoile, France). Las colonias
fueron enumeradas (total viable counts TVC) y se de-
terminó el porcentaje de la microbiota cultivada en las
placas de agar. Los datos son presentados como fre-
cuencia de detección (%).
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Para detectar y cuantificar HCMV, se utilizó Real
Time PCR. En breve, la extracción de DNA fue reali-
zada de acuerdo a Parra y Slots (1996)4 y Contreras y
Slots (1996).5 En resumen, 500 µL de buffer TE (10 mM
Tris-hydrochloride, 1 mM EDTA, pH 7.5) fue adiciona-
do a los viales de microcentrífuga con las puntas de
papel y vibrados en un vortex por 10 minutos. El DNA
fue capturado por partículas de sílica en presencia de
un buffer de lisis con tiocianato de guanidina (GuS-
CN). Inmediatamente, el complejo DNA/sílica fue re-
cuperado por centrifugación (12.000 g x 30 segundos),
lavado en buffer (GuSCN-Tris-hydrochloride), dos ve-
ces en etanol al 70% y una vez con acetona y luego
secado en un bloque caliente a 56°C por 10 minutos.
El pellet fue luego resuspendido en 100 µL de buffer
TE, incubado a 56°C por 10 minutos y centrifugado
(12.000 g x 2 minutos). El sobrenadante que contiene
el DNA, fue separado y almacenado a -70°C. La de-
tección de HCMV fue realizada empleando Real Time
PCR, utilizando las secuencias de primers, sondas
(TaqMan) y condiciones de amplificación de acuerdo a
Kubar et al (2005).11 La detección y cuantificación se
realizó utilizando DNA de HCMV con una cantidad de
copias/µL establecida previamente para generar una
curva estándar. Este proceso se realizó en un termo-
ciclador AB Prism 7500 (Applied Biosystems, CA,
USA) y los datos son presentados como frecuencia
de detección (%) y copias/µL.

Análisis estadístico

Los datos fueron cargados y almacenados en un
computador para su análisis. Los datos son presenta-
dos como promedio, desviación estándar (SD) y fre-
cuencia de detección (%). Los parámetros clínicos
fueron analizados entre grupos con la prueba t de Stu-
dent. La frecuencia de detección de HCMV y microor-
ganismos periodontopáticos se comparó entre grupos

con la prueba Chi2. Se consideraron diferencias esta-
dísticamente significativas cuando P ≤ 0.05. Todos
los datos fueron analizados con el programa estadísti-
co GraphPad (GraphPad Prism versión 4.00 para Win-
dows, San Diego, CA, USA ).

RESULTADOS

La descripción demográfica de los sujetos partici-
pantes está presentada en el cuadro I. No se observa-
ron diferencias importantes entre las variables de los
grupos estudiados. Sin embargo, los sujetos del grupo
PA fueron relativamente más jóvenes (24.8 años).

Los pacientes con periodontitis presentaron paráme-
tros clínicos (IP, BOP, PD y CAL) aumentados en to-
dos los casos en comparación con el grupo GS (Cuadro
II). El IP y BOP en sujetos con periodontitis crónica fue
mayor que el grupo PA y GS. En contraste, los casos
de PA presentaron mayor PD (7.1 mm) y CAL (7.5 mm)
en los sitios infectados que el grupo PC y GS. Al anali-
zar los parámetros clínicos de acuerdo a la detección
de HCMV (Cuadro III), se observó que sujetos con pe-
riodontitis positivos (+) para HCMV presentan mayor
PD y CAL en los sitios infectados. Incluso sujetos pe-
riodontalmente sanos (GS) o con inflamación mínima,
presentaron una tendencia a mayor PD y CAL en sitios
infectados. De igual forma, el BOP fue mayor en pa-
cientes con periodontitis y positivos para HCMV en
comparación con sujetos HCMV (-).

Una descripción de la frecuencia de detección (%) de
HCMV y microorganismos periodontopáticos se presenta
en el cuadro IV. La frecuencia de detección de HCMV
estuvo alrededor del 60% (P ≤ 0.05) en pacientes con
periodontitis en comparación con sujetos sanos (4.1%).
No se observaron diferencias entre los grupos PC y PA.
Pacientes con periodontitis y HCMV (+), presentaron
mayor cantidad de copias/µL (635.6 c/µL) que sujetos
periodontalmente sanos (6.45E-004 c/µL). De forma simi-

Cuadro I. Descripción demográfica de los pacientes con periodontitis crónica, periodontitis agresiva y grupo control.

GP PC PA GC

Número sujetos 33 28 5 24
Edad (años ± SD) 40.1 ± 13.4 43.2 ± 12.4 24.8 ± 5.5 30.8 ± 7.4
Género (F/M) 11 ; 22 10 ; 18 5 ; 0 15 ; 9
Raza
M 20 18 2 23
N 13 10 3 1
Cigarrillo (n) 0 0 0 4

SD: desviación estándar,   Género: F= femenino, M= masculino,   Raza: M= mestizaje variado, N= negro,   GP: grupo pe-
riodontitis,   PC: periodontitis crónica,   PA: periodontitis agresiva,   GC: grupo control.
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lar, pacientes con periodontitis agresiva, presentaron
menor cantidad de copias/µL (49.6 c/µL) que sujetos con
periodontitis crónica pero en mayor cantidad que sujetos
sanos. La frecuencia de detección de P. gingivalis, T.
forsythia fue mayor en sujetos HCMV(+) del grupo GP y
PC en comparación con sujetos HCMV(-).

DISCUSIÓN

El presente estudio presenta información sobre la
detección de HCMV y microorganismos periodontopáti-
cos en pacientes con periodontitis crónica y agresiva.
El uso de Real Time PCR permite cuantificar y se pudo

Cuadro III. Parámetros clínicos periodontales en pacientes con periodontitis crónica, periodontitis agresiva y grupo
control de acuerdo a la detección de HCMV.

GP PC PA GC
Parámetros HCMV (+) HCMV (-) HCMV (+) HCMV (-) HCMV (+) HCMV (-) HCMV (+) HCMV (-)

IP(% ± SD) 56.0±20.8 57.7±19.2 59.5 ±20.7 61.8±17.9 36.6±1.6 35.3±6.6 33 11.5±11.8
BOP (% ± SD) 58.6±24.8 55.0±22.2 60.2 ±25.0 57.2±23.4 61.8±29.0 43.2±9.6 17.9 9.7±13.7
PD (mm) sitio infectado 7.2±1.1 6.7±0.4 7.2 ±1.1 6.6±0.4 7.0±0.8 7.2±0.6 3 2.1±0.5
CAL (mm) sitio infectado 7.4± 1.6 7.1±0.8 7.3 ±1.7 7.1±0.8 7.8±0.6 7.1±0.8 3.2 1.4±1.0
PD (mm) sujeto 3.2±1.0 3.7±0.9 3.2 ±1.0 3.5±1.7 3.3±0.9 5.0±1.1 2.35 2.1±0.5
CAL (mm) sujeto 3.7±0.9 3.9±1.3 3.7 ±1.0 3.9±1.3 3.4±0.4 4.3±41.2 2.35 1.4±1.0

SD: desviación estándar,  IP: índice de placa,   BOP: sangrado al sondaje,   PD: profundidad al sondaje,   CAL: nivel de inserción,   GP:
grupo periodontitis,   PC: periodontitis crónica,   PA: periodontitis agresiva,   GC: grupo control.

Cuadro II. Parámetros clínicos periodontales en pacientes con periodontitis crónica,
periodontitis agresiva y grupo control.

Parámetros GP PC PA GC

IP(% ± SD) 56.7 ± 19.9 60.4 ± 19.4 36.1 ± 3.6 12.4 ± 12.3
BOP (% ± SD) 57.2 ± 23.5 58.5 ± 24.6 54.3 ± 23.4 10.1 ± 13.5
PD (mm ± SD) sitio infectado 7.0 ± 0.9* 6.9 ± 1.0* 7.1 ± 0.6* 2.2 ± 0.6
CAL (mm ± SD) sitio infectado 7.3 ± 1.3* 7.2 ± 1.4* 7.5 ± 0.7* 1.5 ± 1.1
PD (mm ± SD) sujeto 3.4 ± 1.0 3.3 ± 0.9 4.0 ± 1.3 2.1 ± 0.5
CAL (mm ± SD) sujeto 3.8 ± 1.1 3.8 ± 1.1 3.7 ± 0.8 1.4 ± 1.0

SD: desviación estándar,   IP: índice de placa,   BOP: sangrado al sondaje,   PD: profundidad al sondaje,   CAL: nivel de inserción,   GP:
grupo periodontitis,   PC: periodontitis crónica,   PA: periodontitis agresiva,   GC: grupo control, *P ≤ 0.05 en comparación con grupo
GS, t Student.

Cuadro IV. Frecuencia de detección (%) de HCMV y microorganismos periodontopáticos en pacientes con
periodontitis crónica, periodontitis agresiva y grupo control.

GP PC PA GC
Microorganismo HCMV (+) HCMV (-) HCMV(+) HCMV (-) HCMV (+) HCMV (-) HCMV (+) HCMV (-)

HCMV frecuencia (%) 60.6* NA 60.71* NA 60* NA 4.1 NA
HCMV copias/µL 635.6 ± 1277.9 0 605.31 ± 1365.1 0 49.6 ± 11.9 0 6.45E-004 0
(promedio ± SD)
A. actinomycetemcomitans 20 38.5 23.5 45.5 0 0 0 8.7
(frecuencia %)
P. gingivalis (frecuencia %) 90 84.6 88.2 81.8 100 100 0 8.7
T. forsythia (frecuencia %) 50 38.5 52.9 36.4 33.3 50 0 4.3
Bacilos entéricos (frecuencia %) 15 7.7 17.6 9.1 0 0 0 13

SD: desviación estándar, GP = grupo periodontitis, PC = periodontitis crónica, PA = periodontitis agresiva, GC = grupo control, NA = no
aplica   * P ≤ 0.05 en comparación con GS, Chi2.
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establecer que los pacientes HCMV(+) con periodonti-
tis, presentan mayor cantidad de copias/µL (635.6 c/µL)
que sujetos periodontalmente sanos o con un grado de
inflamación mínima. De igual forma, la frecuencia de
detección de HCMV (> 60%) fue mayor que en sujetos
con periodontitis. Más aún, parámetros clínicos perio-
dontales como profundidad al sondaje (PD) y nivel de
inserción (CAL) fueron mayores en sujetos con perio-
dontitis cuando se detectó HCMV. Aunque la relación
entre la presencia de HCMV a nivel subgingival no se
entiende muy bien, se propone que mecanismos de re-
plicación del virus, acción proinflamatoria y coinfección
con microorganismos periodontopáticos pueden expli-
car la severidad de la enfermedad.6,14,15 Esto está de
acuerdo con reportes previos donde la frecuencia y la
severidad de la periodontitis son mayores cuando
HCMV es detectable.11,12 Sin embargo, no se ha esta-
blecido la relación directa entre mayor cantidad de virus
y mayor severidad de la pérdida de inserción. General-
mente, lo que se observa es que los conteos de copias
virales varían ampliamente entre sujetos. Nuestros re-
sultados mostraron que los sitios infectados por HCMV
presentaban mayor destrucción periodontal (> PD, >
CAL). Este hallazgo sugiere que la infección por HCMV
puede estar relacionada con la severidad de la enfer-
medad periodontal, pero se desconoce el mecanismo
patogénico preciso. Un aspecto importante de la detec-
ción de HCMV y para poder establecer su relación en
enfermedad periodontal, sería demostrar su actividad
replicativa en los tejidos periodontales, y los estudios
realizados empleando Real time PCR han fallado al tra-
tar de demostrar esto.10-12 Más aún, para poder explicar
su actividad replicativa habría que evaluar si la canti-
dad de copias virales aumenta progresivamente en un
periodo de tiempo determinado.

Se podría agregar que la coinfección junto con mi-
croorganismos periodontopáticos pueda ayudar a expli-
car aún más la severidad de la destrucción. Es así
como la frecuencia de detección de P. gingivalis, T.
forsythia y microorganismos superinfectantes como ba-
cilos entéricos gram (-) fue mayor en sujetos con perio-
dontitis crónica HCMV(+). No obstante, la misma afir-
mación no se pudo realizar en pacientes con
periodontitis agresiva debido a la baja frecuencia de la
enfermedad. Incluso A. actinomycetemcomitans, un
patógeno periodontal importante fue detectado en baja
frecuencia en este estudio. La sinergia de mecanismos
de virulencia de HCMV, P. gingivalis y T. forsythia pue-
den ser la explicación en este momento. La sinergia
HCMV-bacteria ya ha sido observada en animales y hu-
manos.24-26 Adicionalmente, es importante resaltar que
la enfermedad periodontal es una infección de múltiples
agentes infecciosos y ninguno de forma individual expli-

ca de forma definitiva el desarrollo y progresión de la
enfermedad. El papel de los bacilos entéricos gram (-)
en enfermedad periodontal todavía se desconoce.

Dentro de los alcances del presente estudio, se
puede concluir que la infección por HCMV y coinfec-
ción con P. gingivalis y T. forsythia fue mayor en pa-
cientes con periodontitis. Así mismo, la destrucción
periodontal fue mayor cuando se detectó HCMV y
esto sugiere una asociación con periodontitis.

Este estudio fue realizado con financiamiento del
Instituto Colombiano para el Desarrollo de la Ciencia y
la Tecnología Francisco José de Caldas (COLCIEN-
CIAS) y la Universidad del Valle (312-2004, 1106-05-
16316). Javier Botero tiene una beca de estudios de
COLCIENCIAS.
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