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ABSTRACT

Background and aim: Groups of defined bacteria in the sub-
gingival microbiota have been associated with periodontitis.
Therefore, periodontal therapy is directed toward the suppres-
sion or elimination of particular periodontal pathogens. Some pa-
tients are refractory or poorly responsive to periodontal therapy.
Some authors have related them with the presence of unusual
pathogens in the subgingival microbiota. Thus, the aim of this
work was to study the prevalence of non fastidious Gram nega-
tive rods and yeasts in the subgingival microbiota of a group of
Chilean aggressive and chronic periodontitis patients. Material
and methods: Subgingival plaque samples from of 75 periodon-
titis patients (chronic or aggressive) were obtained with paper
points and deposited in cold RTF (4°C) to be analyzed immedi-
ately. Results: 22.6% of patients harbored non fastidious Gram
negative rods, and yeasts a 9.3% of them. In the first group
64.8% of isolates was Alcaligenes faecalis, 17.6% Escherichia
coli and the other 17.6% was Pseudomonas aeruginosa. Con-
clusions: No significant difference was observed between both
groups of periodontitis patients (p > 0.05).

RESUMEN

Antecedentes y objetivos: Grupos definidos de bacterias pa-
tógenas presentes en la microbiota subgingival se han asociado
con periodontitis; actualmente, la terapia periodontal convencio-
nal tiende a la supresión o erradicación de patógenos periodon-
tales específicos. En algunos pacientes se han podido observar
casos de mala respuesta o de refractariedad a la terapia perio-
dontal. Autores han asociado este hecho, en parte, a la presen-
cia de patógenos inusuales en el saco periodontal, razón por la
cual, el objetivo de este estudio fue determinar la ocurrencia de
bacilos Gram negativos no fastidiosos y levaduras en la micro-
biota subgingival de un grupo de pacientes chilenos con perio-
dontitis (crónica y agresiva). Material y métodos: Se tomaron
muestras de placa subgingival a 75 pacientes con periodontitis
(crónica o agresiva), utilizando conos de papel, los que fueron
depositados en RTF frío (4°C) y transportados al laboratorio
para su procesamiento. Resultados: Se determinó que un
22.6% de pacientes presentaba bacilos Gram negativos no fasti-
diosos y un 9.3% levaduras, el 64.8% de los aislados se identifi-
có como Alcaligenes faecalis, el 17.6% Escherichia coli y el
17.6% restante fue Pseudomonas aeruginosa. Conclusiones:
No hubo diferencia significativa entre ambos tipos de periodonti-
tis (p > 0.05).
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INTRODUCCIÓN

Las periodontitis son enfermedades infecciosas del
periodonto causadas tanto por el sobrecrecimiento de
patógenos periodontales en la microbiota subgingival,
como por la respuesta inmunoinflamatoria local induci-
da por ellos, en individuos susceptibles.1,2 Estas pato-
logías se han asociado con la presencia de ciertas
bacterias específicas, o complejos bacterianos, en su
mayoría bacilos Gram negativos, anaeróbicos fastidio-
sos. Entre dichas especies se encuentran Porphyro-
monas gingivalis, Tannerella forsythensis, Treponema
denticola y Prevotella intermedia/nigrescens. Actino-
bacillus actinomycetemcomitans, especie capnofílica,
también se ha descrito como fuertemente asociada a

periodontitis.3-10 Actualmente la terapia periodontal
convencional tiende a la supresión o erradicación de
patógenos periodontales específicos11,12 y la antibioti-
coterapia sistémica se usa especialmente en el trata-
miento de infecciones periodontales severas. Esta últi-
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ma puede, eventualmente, suprimir patógenos perio-
dontales que residen en la lengua o en otras superfi-
cies orales retardando la recolonización subgingival
por estos patógenos.13 Sin embargo, el empleo de an-
tibióticos tales como penicilinas, tetraciclinas, metro-
nidazol o clindamicina, no ha brindado el resultado
esperado, aun cuando tetraciclinas a bajas concen-
traciones pueden inhibir el crecimiento in vitro de la
gran mayoría de estos microorganismos.14,15 La pobre
respuesta que se observa con alguno de estos agen-
tes se debería, principalmente, a la existencia de una
comunidad compleja de bacterias con potencial pato-
génico en las lesiones periodontales, razón por la cual
el uso de una combinación de drogas ha adquirido gran
importancia. Terapias combinadas incluyen, por ejem-
plo, la mezcla metronidazol-amoxicilina, que controla-
ría infecciones periodontales causadas por microorga-
nismos anaeróbicos obligados y aerotolerantes.16,17 Sin
embargo, aun cuando se emplee antibioticoterapia sis-
témica combinada, algunos pacientes siguen presen-
tando una pobre respuesta al tratamiento y continúa
en ellos la destrucción del periodonto.18 Es por esto
que en la actualidad se está dando gran importancia a
la presencia, en el saco periodontal, de microorganis-
mos no contemplados habitualmente en la patogéne-
sis de las periodontitis y que por lo tanto no son con-
siderados en el tratamiento de rutina. Es así que los
investigadores han centrado la atención en patógenos
inusuales presentes en sacos periodontales tales
como levaduras, enterobacterias y otros bacilos Gram
negativos no fastidiosos. Estudios epidemiológicos en
diversas partes del mundo, han reportado la presencia
de levaduras y organismos entéricos en el saco perio-
dontal cuya prevalencia, aunque variable, ha sugerido
su asociación con algunos tipos de periodontitis.19-25

En Chile, todavía hay muy poca información sobre la
ocurrencia de patógenos inusuales en pacientes con
periodontitis y menos aún de su asociación con casos
refractarios al tratamiento. Por esta razón, el objetivo
de este trabajo fue investigar mediante cultivo micro-
biológico la ocurrencia de bacilos Gram negativos no
fastidiosos y levaduras, en la microbiota subgingival
de un grupo de pacientes chilenos con periodontitis
(crónica o agresiva), para determinar la prevalencia de
las especies identificadas y su relación porcentual
respecto de la microbiota total cultivada.

MATERIAL Y MÉTODOS

Pacientes

Se seleccionaron 75 pacientes entre quienes acu-
dían a la Escuela de Graduados de la Facultad de

Odontología de la Universidad de Chile o al Centro de
Diagnóstico y Tratamiento Eloísa Díaz, del sector Nor-
te de la Región Metropolitana de Santiago, Chile. En
este grupo había 59 mujeres y 16 hombres, cuyas
edades fluctuaron entre los 13 y 52 años. Los pacien-
tes seleccionados presentaban periodontitis crónica o
agresiva y no habían recibido tratamiento periodontal,
no presentaban enfermedades sistémicas y no habían
recibido antibióticos ni terapia antiinflamatoria no este-
roidal en los últimos 6 meses. El protocolo de investi-
gación fue explicado a todos los pacientes quienes
previo a su participación firmaron un consentimiento
informado, revisado y aprobado por el Comité de Ética
de la Facultad de Odontología de la Universidad de
Chile. De acuerdo al protocolo, todos los pacientes ini-
ciaron su tratamiento periodontal dentro de dos sema-
nas después de detectada la enfermedad.

Parámetros clínicos

Los parámetros clínicos fueron medidos siempre por
el mismo investigador, calibrado especialmente para
estos fines (JG). En todos los dientes de cada pacien-
te, excluyendo los terceros molares, se examinó la
acumulación de placa supragingival (PI), el sangra-
miento al sondaje (BOP), el nivel de inserción clínica
(CAL) y la profundidad al sondaje (PD). Estos dos últi-
mos parámetros se midieron con una sonda electróni-
ca computarizada (Florida)#. Los seis sitios examina-
dos en cada diente fueron: mesiobucal, bucal,
distobucal, distolingual, lingual y mesiolingual.

Muestras de placa dental subgingival

Las muestras de placa subgingival de cada pacien-
te fueron obtenidas desde 4 sitios periodontalmente
afectados (uno por cuadrante), con una profundidad de
saco mayor a 5 mm y una pérdida de inserción mayor
a 3 mm. Después de aislar cada sitio con tórulas de
algodón y secar con aire, los depósitos supragingiva-
les fueron totalmente removidos con curetas**. Las
muestras subgingivales fueron obtenidas introduciendo
durante 20 s, dos conos$ de papel (Nº 30) estériles, en
las zonas más profundas del saco periodontal. Las
cuatro muestras de cada paciente (8 conos) se depo-
sitaron en 2 mL de medio de transporte frío (RTF) sin
EDTA (Solución 1: K

2
HPO

4 
0.6%, Solución 2: NaCl

# Florida Probe Corporation, Gainesville, Fl, USA
** Hu Friedy, Gracey, USA.
$ Johnson & Johnson, USA
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1.2%, KH

2
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4
 0.6%, MgSO

4 
0.25%.

Mezclar 75 mL de solución 1 y 75 mL de solución 2,
agregar: Na

2
CO

3
 8% (5 mL) Dithiothreitol 1% (20 mL)

Rezasurina 0.1% (1 mL) agua destilada 814 mL.26

Los viales con las muestras se transportaron al labo-
ratorio de microbiología de la Facultad de Odontolo-
gía de la Universidad de Chile, mantenidos siempre a
4°C. Cada muestra fue procesada dentro de las 3 ho-
ras siguientes a la toma.

Procedimientos microbiológicos

Las muestras de placa subgingival fueron dispersadas
mediante agitación a velocidad máxima en un agitadorΨ,
durante 45 s y luego diluidas en forma seriada hasta 10-4.
100 µL de las diluciones 10-3 y 10-4 fueron sembrados en
placas de agar sangre no-selectivo (agar columbia mena-
diona/hemina, 5% sangre de cordero) y éstas incubadas
a 35°C durante 7 a 14 días,27 en jarra con generador de
anaerobiosis. Después de este tiempo se efectuó el re-
cuento de la microbiota anaeróbica total cultivable, resul-
tado que fue expresado como unidades formadoras de
colonias por mL de muestra (UFC/mL). 100 µL de la
muestra sin diluir se sembraron en placas de medios se-
lectivos Mc-Conkey y Sabouraud, para detectar bacilos
Gram negativos no fastidiosos y levaduras, respectiva-
mente. Estas placas se incubaron en aerobiosis por 24
a 48 h y el recuento de las especies investigadas, expre-
sado como porcentaje de la microbiota total cultivada.
La identificación inicial de las especies aisladas se reali-
zó mediante análisis del aspecto macroscópico colonial
bajo lupa estereoscópica (Stemi 2000C, Zeiss) y de la
morfología celular y agrupación, mediante frotis, tinción
de Gram y observación microscópica (100x). La identifi-
cación final se realizó por medio de pruebas bioquímicas
en galerías comerciales para enterobacteriaceas y baci-
los Gram negativos no fermentadores (API 20 E y API
20 NE&) y para levaduras (API 20 AUX&), siguiendo las
indicaciones del fabricante.

Análisis estadístico

En este estudio se consideró al paciente como uni-
dad de observación, evaluándose los parámetros clíni-
cos y microbiológicos para cada individuo ingresado al
estudio. Todos los parámetros fueron analizados usan-
do el test de Anova de una vía para 3 grupos y el test
de Tukey para comparaciones múltiples.

RESULTADOS

En el total de pacientes seleccionados para este
estudio (n = 75), 44 tenían periodontitis agresiva
(58.6%) y 31 periodontitis crónica (41.3%). El 50% de
los pacientes con periodontitis agresiva presentaba la
forma localizada y el otro 50% la forma generalizada.
Los criterios usados para la clasificación clínica de los
pacientes se presentan en el cuadro I.

En el cuadro II se observan los parámetros genera-
les y clínicos que caracterizaron a los grupos de pa-
cientes estudiados y se muestra que las únicas dife-
rencias estadísticamente significativas encontradas
entre los grupos de periodontitis agresiva vs periodon-
titis crónica, fue para la edad (p < 0.05). En relación a
los parámetros clínicos evaluados, se encontró una di-
ferencia estadísticamente significativa entre los grupos
con periodontitis agresiva generalizada y periodontitis
crónica, para el nivel de inserción clínica (CAL), profun-
didad al sondaje (PD) e índice de sangramiento al
sondaje (BOP) (p < 0.005).

Bacilos Gram negativos no fastidiosos se encontra-
ron en 17 de los 75 pacientes estudiados, determinan-
do una prevalencia de 22.6% dentro del grupo estudia-
do. Levaduras se encontraron en 7 pacientes,
correspondiendo este hallazgo a un 9.3% de prevalen-
cia (p > 0.05). En el cuadro III se muestra el número
de pacientes portadores de bacilos Gram negativos no
fastidiosos y levaduras en los diferentes grupos y el
porcentaje correspondiente respecto del total de pa-
cientes (n = 75).

Las especies de bacilos Gram negativos no fastidio-
sos identificadas en este estudio fueron Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa y Alcaligenes faecalis.
Este último fue el que se detectó en mayor porcentaje
(64.8%) respecto de las otras dos especies (17.6%),
el porcentaje promedio en relación a la microbiota total
cultivable fue de 27.3, 15.2 y 4.3% respectivamente,
como se observa en el cuadro IV. Las especies de le-
vaduras aisladas fueron todas Candida albicans, y el
porcentaje en relación a la microbiota total cultivable
fue de 0.64%.

DISCUSIÓN

La presencia de microorganismos tales como leva-
duras y bacilos Gram negativos no fastidiosos en la
microbiota subgingival está cobrando una gran relevan-
cia en la actualidad debido al potencial periodontopáti-
co que se ha descrito para estos microorganismos. El
presente trabajo constituye un estudio pionero en
nuestro país, enfocado en determinar la prevalencia de
bacilos Gram negativos no fastidiosos y levaduras, en

Ψ Thermolyne maxi mix II type 37600, IOWA USA.
& Biomerieux
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la microbiota subgingival de un grupo de pacientes
chilenos con periodontitis (n = 75).

Como se ha reportado en la literatura, en EUA se
encontró un 10.2% de prevalencia para bacilos Gram
negativos no fastidiosos y un 16.8% para levaduras.19

Slots y cols reportaron sacos periodontales infectados
con levaduras en pacientes con periodontitis refracta-

ria, donde la especie aislada con mayor frecuencia fue
C. Albicans.24 Las levaduras son capaces de adherirse
y de provocar una reacción inflamatoria en la muco-
sa,28 causando daño en el tejido periodontal. Dahlen &
Wilkstrom, en grupo de pacientes suecos,29 recupera-
ron bacilos entéricos en un 34.9%, y levaduras en un
7.3%, de las muestras periodontales analizadas. Es-

Cuadro I. Criterios clínicos para la clasificación de los tipos de periodontitis.

Tipo de periodontitis Criterios clínicos

Periodontitis agresiva localizada • Edad de inicio: < 20 años
• CAL ≥ 4 mm en 2 o más primeros molares y/o incisivos
• Ausencia de CAL en caninos, premolares o segundos

molares
Periodontitis agresiva generalizada •  Edad de inicio: >30 años

• CAL ≥ 4 mm en 2 o más primeros molares y/o incisivos;
caninos, premolares o segundos molares

Periodontitis crónica generalizada • Edad de inicio: > 35 años
• CAL ≥ 4 mm en al menos 30% de dientes en boca

Cuadro II. Parámetros generales y clínicos promedio en cada grupo (Nº, %, promedio ± SD).

Periodontitis agresiva Periodontitis agresiva Periodontitis crónica
Parámetro localizada (n = 22) generalizada (n = 22)  (n = 31)

Género (mujeres) 19 (43.1%) 14 (31.8%) 24 (77.4 %)
Edad promedio(rango) • 25.39 ± 6.01 29.9 ± 6.36 40.5 ± 7.24

(13-35)  (20-45)  (25-58)
Nivel de inserción clínica (CAL)*  3.43 ± 0.53 3.85 ± 0.65 3.39 ± 0.60
Profundidad al sondaje (mm) (PD)* 3.73 ± 0.58 4.01 ± 1.06 3.47± 0.44
Índice de placa (PI) 50.57 ± 7.88 58.36 ± 20.71 58.36 ± 20.71
Tabaquismo (%) 27.3% 27.3% 35.5%
Sangramiento al sondaje (BOP)* 37.79 ± 10.44 49.53 ± 15.74 61.00 ± 17.82

*p < 0.005 Se encontró una diferencia estadísticamente significativa al comparar periodontitis agresiva generalizada vs periodontitis cró-
nica, con respecto a CAL, PD, y BOP.
• p < 0.05 La edad fue estadísticamente significativa al comparar periodontitis agresiva localizada y generalizada vs periodontitis crónica.

Cuadro III. Ocurrencia subgingival de bacilos Gram negativos no fastidiosos y levaduras en los grupos estudiados.

Periodontitis agresiva Periodontitis agresiva Periodontitis
localizada generalizada crónica

Microorganismos N % N % N %

Bacilos Gram negativos no fastidiosos 2 2.6 5 6.7 10 13.3
Levaduras 1 1.3 2 2.7 4 5.4

N: número de pacientes portadores en cada grupo
%: porcentaje respecto del total de pacientes
No hubo diferencias significativas entre los grupos estudiados, al comparar la presencia de bacilos Gram negativos no fastidiosos y le-
vaduras en las distintas entidades clínicas.
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tos resultados, especialmente para levaduras, se co-
rrelacionan cercanamente con el 9.3% de prevalencia
obtenido en este trabajo. También en concordancia
con los estudios mencionados, en este trabajo se en-
contró una ocurrencia de 22.6% para bacilos Gram ne-
gativos no fastidiosos. Por otra parte, los datos repor-
tados sobre la prevalencia de estos bacilos muestran
fluctuaciones entre los diferentes estudios. Así, tene-
mos desde un 14% en pacientes con periodontitis de
EUA24 a un 61.1% en pacientes rumanos;8 una preva-
lencia de un 67% en pacientes de República Domini-
cana;6 de 92% en pacientes sudaneses;7 un 31.2 en
una población de Brasil25 y un 35% aproximadamente
en Colombia (comunicación personal Profesor Adolfo
Contreras). Es probable que estas diferencias se de-
ban, por una parte, a diferencias en el medio de trans-
porte y en el período que transcurre desde que se
toma la muestra hasta que es procesada, en los dife-
rentes laboratorios. De acuerdo a Ali y cols,7,8 un pro-
longado tiempo de transporte de las muestras en me-
dio VMGA III, podría permitir la multiplicación de
bacilos entéricos, dando como resultado un aumento
de la positividad. Con el fin de minimizar esto, en el
trabajo realizado por Barbosa y cols,25 los especíme-
nes fueron procesados antes de 24 horas, posteriores
a la toma de muestra. En este trabajo se utilizó RTF
mantenido a 4°C, como medio de transporte y las
muestras fueron procesadas antes de 3 horas, des-
pués de tomadas. Por otra parte, la alta prevalencia de
bacilos Gram negativos no fastidiosos en ciertas po-
blaciones puede ser causada por la ingestión de agua
de bebida o alimentos contaminados, e incluso por
una inadecuada higiene personal.6 Otra consideración
importante son las evidencias sobre el aislamiento a
partir de muestras subgingivales de estas bacterias y
de levaduras, asociada al uso de diversos agentes an-
timicrobianos sistémicos,19 ya que, como se ha des-
crito, una consecuencia del uso excesivo de antibióti-
cos, tanto en medicina general como en periodoncia,
es la sobreinfección por levaduras, como resultado de

la alteración de la homeostasis de la microbiota co-
mensal de la cavidad bucal.30,31

Diversos estudios han asociado levaduras del géne-
ro Candida y bacilos entéricos con patologías perio-
dontales. Es así que C. albicans, y otras especies de
levaduras dentro del género, se han aislado en alto nú-
mero en la microbiota subgingival o en el tejido gingival
de abscesos periodontales agudos.29 También se han
aislado levaduras en muchos casos de periodontitis
con pobre respuesta al tratamiento mecánico,32 sugi-
riendo un posible rol de este microorganismo en la pa-
togénesis de la periodontitis marginal.19,29,30

Por el contrario, Rams y cols no encontraron diferen-
cias significativas al relacionar la presencia de organis-
mos superinfectantes, como las levaduras y bacilos
Gram negativos no fastidiosos del saco periodontal de
individuos con periodontitis recurrente, comparado con
individuos sanos, en quienes la proporción de microor-
ganismos sobreinfectantes fue menor al 1% de la mi-
crobiota, porcentaje que no justificaría daño a nivel pe-
riodontal.31 En nuestro estudio se aislaron levaduras del
género Candida y la especie identificada en todos los
casos fue C. albicans (100%). C. albicans se aisló en
un porcentaje promedio de 0.64% en relación a la mi-
crobiota total cultivada. En otros estudios, C. albicans
se aisló en un alto porcentaje de las muestras, pero en
porcentajes inferiores al 1% en relación a la microbiota
total cultivable, lo cual es considerado poco relevante
por diversos autores.19,26,28,30 Los bacilos Gram negativos
no fastidiosos por su parte, son considerados patóge-
nos oportunistas en diversos sitios del organismo hu-
mano29,31,33-35 y poseen muchos factores de virulencia de
posible relevancia en la enfermedad periodontal.19 Tanto
así, que se considera que muchos de ellos representan
una causa de fracaso en la terapia periodontal, cuando
se encuentran presentes en la placa subgingival.36 Se
ha demostrado por ejemplo, que Pseudomonas aerugi-
nosa es invasiva para los tejidos.36 elabora leucotoxi-
nas extracelulares,37 suprime la proliferación linfocitaria
e inactiva componentes del complemento.38,39

Cuadro IV. Especies de bacilos Gram negativos no fastidiosos y levaduras aislados de pacientes con periodontitis,
porcentaje relativo de cada especie en su grupo y porcentaje promedio en relación a la microbiota total cultivable.

% relativo de % promedio en
Pacientes cada especie en relación a microbiota

Microorganismos Especies aisladas Nº % su grupo   total cultivable

Bacilos Gram  Escherichia coli 3 (4.0) 17.6 27.30
Negativos no fastidiosos Pseudomonas aeruginosa 3 (4.0) 17.6 15.20

Alcaligenes faecalis 11 (14.6) 64.8 4.30
Levaduras Candida albicans 7 (9.3) 100.0 0.64
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Dahlen & Wikstrom27 reportaron que en las mues-
tras positivas para enterobacterias y Pseudomonas,
estos organismos fueron encontrados en proporciones
menores al 1% de la microbiota total cultivable, situa-
ción muy diferente a la encontrada en nuestro estudio,
donde E. coli, A. faecalis y P. aeruginosa representa-
ron el 27.3, 4.3 y 15.2% en relación a la microbiota to-
tal cultivable, lo que podría indicar alguna participación
en aquellos sitios comprometidos con estos microor-
ganismos, lo que es imposible dilucidar con estos re-
sultados. Sin embargo, aun a bajos niveles, estas
bacterias representan un riesgo potencial para el pa-
ciente, sobre todo cuando se emplean antibióticos
como parte de la terapia, ya que esto permite la selec-
ción y el sobrecrecimiento de especies resistentes.

Si bien es cierto que en este trabajo se obtuvo un
porcentaje importante de aislamiento de bacilos Gram
negativos no fastidiosos, Alcaligenes faecalis en un
14.6%, E. coli y P. aeruginosa en un 4% de los pa-
cientes cada una, su sola presencia en el saco perio-
dontal no se puede considerar como agente causal de
enfermedad periodontal, por lo que es necesario, a la
luz de estos hallazgos, realizar estudios longitudinales
que permitan asociarlos con la patogénesis de estas
enfermedades. Sin embargo, es de gran relevancia te-
ner en cuenta la posible presencia de estos microor-
ganismos en el saco periodontal, en el momento de
prescribir el tratamiento, ya que su respuesta al proto-
colo de tratamiento convencional puede diferir grande-
mente con la observada para patógenos periodontales.
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