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Nuevo modelo de patogenia de la periodontitis crónica: 
de la enfermedad infecciosa a la disbiosis polimicrobiana
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RESUMEN 
Objetivo: analizar el microbioma subgingival asociado a la periodontitis crónica mediante la pirosecuenciación del gen ARN ribosomal 16S.
Material y método: el grupo de estudio estuvo formado por 50 pacientes, 20 con salud periodontal (G-Control) y 30 con periodontitis 
crónica generalizada (G-Perio). De todos los pacientes se obtuvieron muestras subgingivales mediante puntas de papel autoclavadas, 
el ADN de las cuales se analizó mediante pirosecuenciación de los productos de PCR del gen ARNr 16S. La diversidad bacteriana se 
determinó mediante las curvas de rarefacción, índices de diversidad y análisis de Coordenadas Principales. La asignación taxonómica 
de las secuencias obtenidas se efectuó con el “Ribosomal Database Project classifier”. 
Resultados: en el total de las muestras analizadas, se identificaron 94 géneros bacterianos y 202 especies bacterianas (de 41 géneros 
de interés). Las curvas de rarefacción e índices mostraron un mayor número de especies en las muestras del G-Perio. En el G-Perio 
se obtuvieron porcentajes de abundancia significativamente superiores para Porphyromonas, Tannerella, Treponema, Filifactor, 
Peptostreptococcus, Eubacterium, Desulfobulbus, Hallella, Bulleidia, Phocaeicola y Mogibacterium; y porcentajes significativamente 
inferiores para Fusobacterium, Streptococcus, Leptotrichia, Capnocytophaga, Corynebacterium, Veillonella, Neisseria, Actinomyces y 
Johnsonella. Se detectaron diferencias significativas en el porcentaje de abundancia de 30 especies bacterianas entre ambos grupos 
de estudio. Hubo 14 géneros y 25 especies bacterianas que mostraron correlaciones significativas con los parámetros clínicos que 
definen la condición periodontal (profundidad de sondaje, pérdida de inserción clínica y/o sangrado al sondaje).
Conclusiones: la pirosecuenciación del gen ARNr 16S reveló una mayor diversidad y diferente estructura-composición de la microbiota 
subgingival en la periodontitis crónica. Los organismos periodontopatógenos, aunque en bajas proporciones, también se encontra-
ron en individuos sanos, por lo que esta patología no se puede considerar como una enfermedad infecciosa en el sentido clásico del 
término. Se corroboró, por el contrario, que esta enfermedad está asociada a una disbiosis polimicrobiana, caracterizada no solo por 
una mayor implicación de patobiontes “establecidos”, sino también por la coexistencia de otros patobiontes con papel desconocido, 
como Filifactor alocis. 
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ABSTRACT
Aim: to analyze the subgingival microbiota associated with chronic periodontitis by pyrosequencing of 16 S rRNA gene.
Material and methods: the study group consisted of 50 patients, 20 with periodontal health (Control) and 30 with generalized chronic 
periodontitis (Perio). Patients subgingival samples were obtained by autoclaved paper points, DNA from which was analyzed by pyro-
sequencing of PCR products of 16 S rRNA gene. Bacterial diversity was determined by rarefaction curves, diversity indexes and principal 
coordinates analysis. The taxonomic assignment of sequences obtained was performed with the "Ribosomal Database Project classifier". 
Results: in the total samples analyzed, 94 bacterial genera and 202 bacterial species (from 41 genera of interest) were identified. 
Rarefaction curves and indexes showed a greater number of species in the samples of Perio group. In the Perio group were obtained 
significantly higher abundance percentages for Porphyromonas, Tannerella, Treponema, Filifactor, Peptostreptococcus,  Eubacterium, 
Desulfobulbus, Hallella, Bulleidia, Phocaeicola and Mogibacterium; and significantly lower percentages for Fusobacterium, Streptococcus, 
Leptotrichia, Capnocytophaga, Corynebacterium, Veillonella, Neisseria, Actinomyces and Johnsonella. Significant differences were detec-
ted in the percentage of 30 bacterial species abundance between both study groups. There were 14 genera and 25 bacterial species 
which showed significant correlations with clinical parameters associated with periodontal status (probing depth, clinical attachment 
loss and/or bleeding on probing).
Conclusions: pyrosequencing 16 S rRNA gene revealed greater diversity and different structure-composition of the subgingival micro-
biota in chronic periodontitis. Periodontopathic organisms were found at low proportions in healthy individuals, supporting that this 
pathology cannot be considered an infectious disease in classical terms. On the contrary, the disease is associated with polymicrobial 
dysbiosis, which is characterized not only by greater involvement of "established" pathobionts, but also by the coexistence of other 
pathobionts of unknown role, such as Filifactor alocis.
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INTRODUCCIÓN
Las enfermedades periodontales se caracterizan por una infla-
mación y destrucción de los tejidos de soporte del diente, 
produciéndose en ocasiones, halitosis y, en casos avanzados, la 
pérdida dentaria1, lo que conlleva a una peor calidad de vida2.
Estas enfermedades representan una de las condiciones 
patológicas que más afectan al ser humano. En España, en 
la encuesta de Salud Oral 2010 se obtuvo que el 16-30 % 
de los mayores de 35 años padecían periodontitis crónica, 
alcanzando el grado de severa el 5-11 %3. Teniendo en cuenta 
esta prevalencia, una población aproximada de 48 millones 
de habitantes y una tendencia demográfica al envejecimien-
to, la periodontitis crónica representa un problema socio-
sanitario muy importante, que afecta a más de 5 millones 
de españoles.
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FIGURA 1. Complejos de Socransky asociados a la periodontitis crónica10.
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Además de la constatada repercusión epidemiológica, una 
creciente evidencia científica ha demostrado que la periodon-
titis crónica representa un “factor de riesgo” de ciertas enfer-
medades y condiciones sistémicas, tales como enfermedades 
cardiovasculares4, diabetes mellitus5, infecciones respiratorias6, 
artritis reumatoide7 e incluso enfermedad de Alzheimer8. 
Las enfermedades periodontales son de origen multifacto-
rial, su iniciación y progresión requieren de varios factores, 
particularmente la implicación de la microbiota subgingival9. 
Debido a esto, la microbiología periodontal ha sido motivo 
de una intensa investigación durante décadas. En 1998, 
Socransky et al.10, aplicando técnicas de hibridación genómica, 
identificaron tres especies que mostraban una fuerte asocia-
ción con la enfermedad periodontal: Treponema denticola, 
Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia (el denomina-
do Complejo Rojo). A su vez, este Complejo estaba asociado 
a otras bacterias como Fusobacterium nucleatum, Prevotella 
intermedia, Prevotella nigrescens, Peptostreptococcus micros, 
Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter 
gracilis, Eubacterium nodatum, Streptococcus constellatus y 
Fusobacterium periodonticum (el denominado Complejo 
Naranja) (Figura 1)10. 
El gen bacteriano ARN ribosomal 16S ha sido empleado en 
multitud de estudios de filogenia bacteriana y taxonomía, 
por contener regiones altamente conservadas y 9 regiones 
hipervariables (V1-V9) que permiten distinguir diferentes tipos 
bacterianos11. Actualmente, los métodos de secuenciación 
de última generación suponen una alternativa económica y 
de mayor rendimiento para identificar comunidades micro-
bianas y efectuar comparativas genómicas que los métodos 
moleculares clásicos basados en la clonación12. En los años 
2008-2012 se llevó a cabo la primera fase del proyecto multi-
céntrico denominado Proyecto Microbioma Humano (PMH), 
cuyo objetivo fue analizar el microbioma humano asociado 
a la salud en diferentes ecosistemas, incluyendo la cavidad 
oral. La gran cantidad de resultados genómicos derivados de 
la secuenciación masiva confirmó el concepto basado en "la 
colonización bacteriana masiva del ser humano", y estable-
ció el comienzo de un nuevo paradigma en la investigación 
microbiológica13,14. A partir del PMH, el principal reto científico 
planteado se centró en estudiar el papel que la microbiota 
humana ejerce sobre la "salud" y la "enfermedad", así como 
las funciones que las bacterias endógenas desempeñan en 
todos los ecosistemas. 
De forma paralela al PMH13,14, y en el campo de la microbiología 
oral, en los últimos años, la pirosecuenciación del gen ARNr 
16S ha sido una técnica muy usada para analizar el microbio-
ma oral y caracterizar los cambios en la estructura y composi-
ción bacteriana asociada a la salud y a las enfermedades ora-
les12. Esta nueva tecnología ofrece un gran número de lecturas 
de secuencias en una sola muestra, lo que permite detectar 
no solo los miembros más dominantes de la comunidad, sino 
también los taxones de baja abundancia15. La pirosecuencia-
ción del gen ARNr 16S de diversos ecosistemas y nichos orales 

ha demostrado que existe una mayor diversidad microbiana 
con respecto a la detectada con tecnologías anteriores.
Hasta la fecha, algunos autores han comparado la microbiota 
subgingival de pacientes con enfermedad periodontal con la 
detectada en pacientes sanos usando la pirosecuenciación del 
gen ARNr 16S16-21, pero la mayoría de estos han usado tamaños 
muestrales reducidos17-20. Es necesario, por tanto, estudiar más 
profundamente los cambios globales en la microbiota subgin-
gival a medida que se produce el avance clínico de la enferme-
dad. Por ello, el objetivo del presente estudio fue determinar la 
estructura y composición de la microbiota subgingival asocia-
da a la periodontitis crónica mediante la pirosecuenciación del 
gen ARNr 16S, así como analizar su relación con los parámetros 
clínicos que definen la progresión de la enfermedad.  

MATERIAL Y MÉTODO
Selección de los grupos de estudio
Se seleccionaron 50 sujetos de los cuales, 20 fueron sujetos 
periodontalmente sanos (G-Control) y 30 fueron pacientes con 
periodontitis crónica generalizada moderada-severa (G-Perio). 
Los sujetos de ambos grupos cumplieron los siguientes crite-
rios de inclusión: a) Edad entre 30 y 65 años, b) Buen estado 
de salud general ni embarazo ni lactancia, c) No ingesta de 
antimicrobianos durante los 6 meses previos, d) No ingesta 
de antiinflamatorios en los 4 meses previos, e) No usar rutina-
riamente ningún antiséptico bucal, f) No presentar implantes 
ni aparatos de ortodoncia, g) No haberse efectuado ningún 
tratamiento periodontal previo, h) Presencia de, al menos, 18 
dientes, g) No fumar (durante un período superior a 5 años).
Un odontólogo previamente calibrado efectuó el diagnóstico 
periodontal. La profundidad de bolsa y el nivel de inserción 
se registraron en toda la boca, en 6 sitios por diente usando 
una sonda PCP-UNC 15. El sangrado al sondaje y el nivel de 
placa bacteriana se evaluaron en toda la boca en 6 sitios por 
diente mediante la aplicación de una escala binaria (presencia/
ausencia). Se realizó un estudio radiográfico consistente en 
una serie periapical de todos los dientes de la cavidad oral con 
el objetivo de valorar tanto la pérdida ósea existente como la 
integridad de las corticales óseas.
Los pacientes fueron diagnosticados de periodontitis crónica 
generalizada moderada-severa, basándose en criterios clíni-
cos previamente establecidos22,23 (Figura 2). El grupo control 
incluyó pacientes periodontalmente sanos sin profundidad de 
sondaje mayor a 4 mm, sin evidencia radiológica de pérdida 
ósea y sangrado al sondaje menor del 20 %.
Los pacientes fueron explorados y diagnosticados en las 
Unidades de Periodoncia y Pacientes con Necesidades 
Especiales de la Facultad de Medicina y Odontología de la 
Universidad de Santiago de Compostela. Los pacientes que 
aceptaron participar en el estudio recibieron información ver-
bal y por escrito sobre las características del estudio y firmaron 
el consentimiento informado. El protocolo de este estudio fue 
aprobado por el Comité de Ética de Investigación Clínica de 
Galicia (número de registro 2015/006).
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Recogida de las muestras subgingivales
Las muestras de placa subgingival fueron recogidas por la tarde, 
aproximadamente 5-7 horas después del cepillado. Las muestras 
se obtuvieron de cada sujeto insertando un total de 16 puntas de 
papel estériles (tamaño 30, 2 puntas de papel por localización) en 
el surco gingival o bolsa periodontal, durante 10 segundos, tras el 
aislamiento y la eliminación de la placa supragingival.
Las muestras subgingivales de los pacientes periodontalmen-
te sanos se recogieron mediante el “barrido” de las puntas de 
papel en cada surco gingival de un total de 8 dientes de los 
cuadrantes 1 y 3 (incisivo, canino, premolar y molar)24. En los 

pacientes periodontales, las muestras subgingivales se reco-
gieron de las bolsas periodontales más profundas de cada 
cuadrante (un total de 8 localizaciones no adyacentes).
Las muestras fueron depositadas en tubos de microcentrifu-
gado de 1'5 ml con 300 µl de una solución tampón fosfato y 
congeladas a -80 ºC hasta su posterior análisis. 

Procesamiento de las muestras subgingivales
- Extracción del ADN. El ADN fue extraído de cada mues-
tra usando el kit de purificación de ARN y ADN MasterPure™ 
(Epicentre Biotechnologies, Madison, WI, Estados Unidos) 

FIGURA 2. Pacientes con periodontitis crónica generalizada moderada-severa que participaron en el estudio.
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siguiendo las instrucciones del fabricante, con la adición de 
un tratamiento de lisozima25.
- Amplificación con PCR y pirosecuenciación. La amplifi-
cación del gen ARNr 16S se llevó a cabo con una polimera-
sa de ADN recombinante ultrapura termoestable ABGene® 
(Thermo Scientific, Epsom, Surrey, Reino Unido) mediante 
los cebadores universales 8F y 533R, utilizando una tempera-
tura de hibridación de 52 ºC y 30 ciclos de amplificación24. Se 
realizaron 2 PCR por muestra, mezclando los productos de la 
PCR antes de la purificación. En 33 muestras subgingivales, 
no se pudo obtener suficiente producto de PCR y se realizó 
una PCR anidada, en la que el producto inicial de PCR se puri-
ficó y se usó como molde para una PCR secundaria en la que 
los cebadores se desplazaron 3 pares de bases (bp) hacia el 
extremo 3´, modificándose para contener los adaptadores de 
pirosecuenciación A y B26.
Los 500 pb de los productos de la PCR fueron purificados con 
el kit de purificación Nucleofast PCR (Macherey-Nagel, Düren, 
Alemania) y, además, limpiados de posibles contaminantes 
con el kit de beads magnéticos AMPure® XP (Roche, Roche, 
Basel, Suiza) antes de la pirosecuenciación. El ADN final por 
muestra se midió por fluorescencia PicoGreen en un fluoríme-
tro Modulus 9200 (Turner Biosystems, San Francisco, Estados 
Unidos) para que las muestras puedan ser posteriormente 
mezcladas en cantidades equimolares. Los productos de PCR 
fueron pirosecuenciados desde el extremo cebador directo 
mediante el uso de un secuenciador GS-FLX con la química de 
titanio-plus (Roche, Basel, Suiza) en el Centro de Investigación 
en Salud Pública de Valencia, España (FISABIO). Se utilizó un 
octavo de placa para cada grupo de 25 muestras, que fueron 
amplificadas con un cebador directo diferente que contenía 
un "código de barras" de 8 pb único. El "código de barras" 
del cebador permite múltiples amplificaciones de diferentes 
muestras que están mezcladas en una misma reacción de 
pirosecuenciación.

Análisis bioinformático de los datos secuenciados
Las secuencias fueron separadas usando los "códigos de 
barras" para distinguir las muestras a las que pertenecían. Las 
lecturas con un valor promedio de calidad inferior a 20 fueron 
excluidas. Asimismo, los extremos finales de las secuencias 
fueron recortados en ventanas de 10 pb si tenían un valor pro-
medio de calidad inferior a 20, usando el software Galaxy27. 
Solo las lecturas mayores de 250 pb fueron consideradas. Las 
secuencias quiméricas fueron detectadas usando el software 
Mothur v1.21.028 y el 5 % de las lecturas se filtraron como qui-
meras potenciales. 
Las curvas de rarefacción se calcularon al 97 % de similitud 
de secuencia usando el programa CD-HIT29 para determinar 
las Unidades Taxonómicas Operacionales (UTOs) a nivel de 
especie30 y obteniendo las curvas usando el software Analytic 
Rarefaction 1.3.31. Se calcularon los índices de diversidad 
bacteriana de Chao y Shannon (a nivel de especie) con el  
protocolo del "Ribosomal Database Project" (RDP)32,  

normalizando las muestras al mismo número de secuencias 
mediante un muestreo aleatorio. Se efectuó un análisis de 
Coordenadas Principales (AcoP) mediante el programa Fast 
UniFrac usando el algoritmo ponderado33,34.
Las secuencias fueron taxonómicamente asignadas usando el 
clasificador RDP32. Cada lectura fue asignada hasta el nivel de 
género usando un umbral de confianza del 80 %. Para aquellos 
géneros que tuvieron diferencias significativas en la presencia/
relativa abundancia entre individuos sanos y enfermos, se pro-
cedió a asignar las lecturas a nivel taxonómico de especie. Para 
ello, se construyó una base de datos propia con las secuencias 
de longitud completa de todas las especies pertenecientes a 
los géneros seleccionados que estaban presentes en el RDP. A 
continuación, utilizando BlastN35 se efectuó una comparación 
de aquellas secuencias que se habían asignado previamente 
a los géneros seleccionados contra la base de datos propia. La 
especie de mayor similitud proporcionada por el programa 
para cada secuencia comparada se consideró como válida 
si la longitud de alineamiento era >350 pb, y la identidad de 
secuencia >97 %. Posteriormente, las especies fueron agrupa-
das según los Complejos clásicos de Socransky10. 

Análisis bioestadístico 
Para la comparativa de las variables cuantitativas relacionadas 
con los parámetros clínicos entre ambos grupos de estudio, 
se utilizó el test de Student para muestras independientes. Se 
aplicó el test exacto de Fisher para analizar la variable "género" 
entre ambos grupos de estudio.
La comparativa de las abundancias relativas de géneros, espe-
cies y complejos de Socransky entre los dos grupos de estudio 
se efectuó usando el test no paramétrico U de Mann-Whitney. 
Las correlaciones entre la abundancia relativa de los géneros, 
especies y Complejos de Socransky con los valores de los pará-
metros clínicos (profundidad de sondaje, nivel de inserción 
clínica y sangrado al sondaje de las localizaciones muestrea-
das) se evaluaron mediante el Coeficiente de Correlación de 
Spearman. El grado de significación considerado fue p<0,05.
Para el control de la tasa de falsos positivos en las comparacio-
nes múltiples, se aplicó la corrección de Benjamini-Hochberg, 
asumiendo una tasa (valor Q) de 0,20 (en los géneros bacte-
rianos), de 0,25 (en las especies bacterianas) y de 0,05 (en los 
Complejos de Socransky)36. Los resultados fueron analizados 
usando el PASW® “Statistics Base 20 package for Windows” (IBM, 
Madrid, España).

RESULTADOS
En la Tabla 1 se detallan los datos sobre edad, género y caracte-
rísticas clínicas relacionadas con el estado de salud periodontal 
de los dos grupos de estudio. Las variables clínicas (índice de 
placa, sangrado al sondaje, profundidad de sondaje y nivel 
de inserción clínica) presentaron valores significativamente 
superiores en el G-Perio que en el G-Control, tanto a nivel de 
boca completa como en las localizaciones seleccionadas para 
la toma de muestras subgingivales. 
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TAblA 1

EDAD, GÉNERO Y CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO, 
G-CONTROL Y G-PERIO

Diversidad y estructura de la microbiota subgingival: 
salud vs. periodontitis
La media ± desviación estándar de secuencias por muestra fue: 
2.541 ± 4.235 (para el G-Control) y 1.932 ± 2.516 (para el G-Perio). 
El porcentaje de secuencias no clasificadas fue del 5,53 %. 
Las curvas de rarefacción (Figura 3A) mostraron un mayor 
número de especies bacterianas en el G-Perio, donde apa-
recieron especies no detectadas en el G-Control (en torno a 
2.015 especies en los pacientes con periodontitis frente a 923 
especies encontradas en los pacientes con salud periodon-
tal). Para obtener la riqueza bacteriana se calculó el índice de 
Chao, mostrando unos valores de 1.925 y 4.892 para G-Control  

PARÁMETROS CLÍNICOS GRUPOS DE ESTUDIO

G-CONTROL (N= 20) G-PERIO (N= 30) Valor P

Edad 44,95 (13,04) 54,14 (11,90) 0,012

GÉNERO

Hombres 7 9 NS

Mujeres 13 21

Dientes (número) 26,36 (3,51) 25,61 (4,67) NS

BOCA COMPLETA

Índice de placa (%) 22,43 (14,33) 53,29 (27,44) <0,001

Sangrado al sondaje (%) 13,86 (6,70) 57,98 (20,80) <0,001

Profundidad de sondaje (mm) 2,08 (0,30) 3,35 (0,64) <0,001

Nivel de inserción clínica (mm) 2,25 (0,37) 3,98 (1,12) <0,001

LOCALIZACIONES MUESTREADAS

Sangrado al sondaje (%) 7,98 (12,64) 71,45 (25,59) <0,001

Profundidad de sondaje (mm) 2,35 (0,33) 5,84 (0,87) <0,001

Nivel de inserción clínica (mm) 2,42 (0,36) 6,03 (1,02) <0,001

FIGURA 3A. FIGURA 3b.

En la figura 3A se muestra la relación entre el esfuerzo de secuenciación (número de secuencias obtenidas) y el número estimado de especies bacterianas 
para los individuos del G-Control y aquellos del G-Perio. Estas curvas de rarefacción se realizaron agrupando las secuencias con una similitud superior 
al 97 % como pertenecientes a la misma Unidad Taxonómica Operativa (UTO), al ser éste el umbral establecido para bacterias de la misma especie. 
En la figura 3B se muestra un análisis multivariante en el cual los individuos analizados se acercan o se alejan entre sí en un espacio multidimensional 
dependiendo del grado de similitud en la estructura de su comunidad bacteriana.

y G-Perio, respectivamente. Para evaluar la diversidad bac-
teriana se calculó el índice de Shannon, obteniéndose un 
valor de 4,04 para el G-Control y 5,32 para el G-Perio, res-
pectivamente. 

Composición taxonómica de la microbiota subgingival: 
salud vs. periodontitis
En el total de las muestras analizadas, se identificaron 94 
géneros bacterianos y 202 especies bacterianas (de 41 
géneros de interés). Se detectó una elevada variabilidad 
inter-individual en la abundancia relativa a nivel de género 
y especie, tanto en el G-Control como en el G-Perio.
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Fusobacterium fue el género más abundante en la microbio-
ta subgingival de los pacientes de ambos grupos (47,79 % 
- 32,00 %). 
En términos de abundancia relativa, encontramos diferencias 
significativas en 20 géneros bacterianos entre los 2 grupos de 
estudio (p<0,05, Q=0,20). 
En el G-Control se obtuvieron porcentajes de abundancia 
significativamente superiores con respecto a G-Perio para 
Fusobacterium (47,79 % vs. 32,00 %), Streptococcus (16,22 % vs. 
3,91 %), Leptotrichia (3,30 % vs. 1,14 %), Capnocytophaga (2,53 
% vs. 0,78 %), Corynebacterium (2,51 % vs. 0,12 %), Veillonella 

(2,48 % vs. 0,54 %), Neisseria (1,26 % vs. 0,30 %), Actinomyces 
(1,00 % vs. 0,19 %) y Johnsonella (0,27 % vs. 0,13 %) (Figura 4A). 
En el G-Perio se obtuvieron porcentajes de abundancia sig-
nificativamente superiores con respecto a G-Control para 
Porphyromonas (26,20 % vs. 4,91 %), Tannerella (5,36 % vs. 
0,48 %), Treponema (4,21 % vs. 0,65 %), Filifactor (3,37 %  
vs. 0,62 %), Peptostreptococcus (1,52 % vs. 0,23 %), Eubacterium  
(1,35 % vs. 0,34 %), Desulfobulbus (0,70 % vs. 0,13 %; tenden-
cia a la significación estadística, p=0,060), Hallella (0,45 % vs.  
0,11 %), Bulleidia (0,33 % vs. 0,05 %), Phocaeicola (0,26 %  
vs. 0,05 %) y Mogibacterium (0,15 % vs. 0,01 %) (Figura 4B).

FIGURAs 4A y 4b. Géneros bacterianos que mostraron diferencias estadísticamente significativas en la abundancia relativa entre el G-Control  
y el G-Perio (a y b; p<0,05; Q= 0,20).

TAblA 2

MEDIA DE LA ABUNDANCIA RELATIVA DE 
ESPECIES (VALORES SUPERIORES

EN G-CONTROL)

TAblA 2. Especies bacterianas que mostraron diferencias estadísti-
camente significativas en la abundancia relativa entre el G-Control y 
el G-Perio, siendo los valores porcentuales superiores en el G-Control 
(p<0,05, Q= 0,25).

NOMBRE DE LA ESPECIE G-CONTROL 
(%)

G-PERIO 
(%)

Capnocytophaga gingivalis 0,42 0,11
Capnocytophaga ochracea 0,57 0,11
Capnocytophaga sputigena 0,52 0,16
Fusobacterium nucleatum 33,63 19,53
Haemophilus parainfluenzae 2,40 0,12
Leptotrichia goodfellowii 0,61 0,11
Leptotrichia hongkongensis 0,95 0,13

Neisseria elongata 1,32 0,20
Porphyromonas catoniae 1,94 0,75
Streptococcus cristatus 2,13 0,72
Streptococcus intermedius 0,78 0,21
Streptococcus pseudopneumoniae 6,03 0,93
Streptococcus sanguinis 3,18 0,63
Veillonella denticariosi 0,51 0,21
Veillonella parvula 1,64 0,41

TAblA 3

MEDIA DE LA ABUNDANCIA RELATIVA
DE ESPECIES (VALORES SUPERIORES

EN G-PERIO)

TAblA 3. Especies bacterianas que mostraron diferencias estadística-
mente significativas en la abundancia relativa entre el G-Control y el 
G-Perio, siendo los valores porcentuales superiores en el G-Perio (p<0,05, 
Q= 0,25).

NOMBRE DE LA ESPECIE G-CONTROL
(%)

G-PERIO
(%)

Desulfobulbus propionicus 0,12 0,92
Eubacterium infirmum 0,04 0,27
Filifactor alocis 0,64 2,52
Peptostreptococcus stomatis 0,23 0,98
Phocaeicola abscessus 0,04 0,24
Porphyromonas endodontalis 2,15 4,20
Porphyromonas gingivalis 4,17 20,43
Prevotella scopos 0,02 0,20
Selenomonas sputigena 0,11 0,43
Streptococcus constellatus 0,27 0,73
Streptococcus parasanguinis 0,07 0,17
Tannerella forsythia 0,48 4,34
Treponema denticola 0,34 1,80

Treponema lecithinolyticum 0,16 0,56
Treponema medium 0,27 1,53
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A nivel-especie, se detectaron diferencias significativas en el 
porcentaje de abundancia de 30 especies bacterianas entre el 
G-Control y el G-Perio (p<0,05, Q=0,25) (Tablas 2 y 3). 
Se encontraron diferencias significativas en la abundancia rela-
tiva de todos los Complejos de Socransky entre el G-Control y 
el G-Perio (p<0,05; Q=0,05) (Figura 5A). En el G-Perio, se detectó 
un predominio de los Complejos Rojo y Naranja (abundancia 
relativa= 24,12 %, 23,53 % y 24,15 % respectivamente), aunque 
solamente el Complejo Rojo mostró unos niveles superiores 
en el G-Perio, mientras que el resto de complejos fueron más 
abundantes en el G-Control.

Relación entre la microbiota subgingival y los parámetros 
clínicos
Hubo 14 géneros bacterianos que mostraron correlaciones 
significativas con los parámetros clínicos asociados a la salud 
gingival/periodontitis (profundidad de sondaje, pérdida de 
inserción clínica y/o sangrado al sondaje; p<0,05; Q=0,20). 
De estos, los géneros Capnocytophaga, Streptococcus y 
Veillonella presentaron asociaciones negativas con los 3 
parámetros clínicos, mientras Filifactor, Porphyromonas, 
Tannerella y Treponema, asociaciones positivas con los 3 
parámetros clínicos.
Se detectaron 25 especies bacterianas que mostraron corre-
laciones significativas con los parámetros clínicos asociados 

a la salud gingival/periodontitis (profundidad de sondaje, 
pérdida de inserción clínica y/o sangrado al sondaje; p<0,05; 
Q=0,25). De estas, las especies Streptococcus pseudopneumo-
niae y Streptococcus sanguinis presentaron asociaciones nega-
tivas con los 3 parámetros clínicos, y Fusobacterium nucleatum 
con la profundidad de sondaje y el sangrado. Las especies 
Porphyromonas endodontalis, Tannerella forsythia, Treponema 
denticola y Treponema medium presentaron asociaciones 
positivas con los 3 parámetros clínicos y Filifactor alocis con 
la profundidad de sondaje y el sangrado.
En relación a las correlaciones entre los Complejos clásicos 
de Socransky y los parámetros clínicos (p<0,05, Q=0,05), el 
Complejo Rojo presentó una fuerte asociación positiva con 
la profundidad de sondaje, la pérdida de inserción clínica 
y el sangrado al sondaje (rho >0,500). Por el contrario, los 
Complejos Verde y Amarillo presentaron correlaciones nega-
tivas con los tres parámetros clínicos evaluados, siendo ésta 
de carácter fuerte con la profundidad de sondaje y la pérdida 
de inserción clínica (rho >0,500).
En las Figuras 5B, 6 y 7 se muestran las asociaciones (gráfico 
de tendencias) observadas entre algunos de los géneros bac-
terianos y especies bacterianas comentadas anteriormente, 
así como entre los Complejos de Socransky, y el parámetro 
clínico más representativo de la enfermedad, la profundidad 
de sondaje.

FIGURA 5A y b. Abundancia relativa de los Complejos clásicos de Socransky en el G-Control y el G-Perio (a; todas las comparativas entre ambos 
grupos fueron estadísticamente significativas; p<0,05; Q= 0,05). Asociación (gráfico de tendencias) entre la abundancia relativa de los Complejos de 
Socransky y el parámetro clínico, profundidad de sondaje (b).

FIGURA 6A y b. Asociación (gráfico de tendencias) entre la abundancia relativa de los principales géneros bacterianos y el parámetro clínico, pro-
fundidad de sondaje.



Nuevo modelo de patogenia de la periodontitis crónica: de la enfermedad infecciosa a la disbiosis polimicrobiana: Tomás I

141  ➤➤
DISCUSIÓN
En el presente estudio transversal de ecología bacteriana 
se ha evaluado y comparado la microbiota subgingival en 
la salud y en la periodontitis crónica usando una técnica 
metagenómica de alto rendimiento, la pirosecuenciación 
del gen ARN ribosomal 16S. Hasta el momento, aunque 
existen algunos estudios metagenómicos comparativos de 
salud vs. periodontitis usando esta técnica de secuenciación 
masiva16-21 la mayoría de estos la aplicaron sobre un tamaño 
muestral bastante reducido17-20. Esto imposibilita el análi-
sis de la asociación de los datos taxonómicos bacterianos 
con los parámetros clínicos que definen la progresión de la 
enfermedad. En el presente estudio, se analizó las muestras 
subgingivales procedentes de 50 pacientes (20 sanos y 30 
periodontales), representando el primer análisis metagenó-
mico realizado en España sobre la microbiota subgingival 
asociada a la periodontitis crónica.

Diversidad y estructura de la microbiota subgingival: 
salud vs. periodontitis
Tradicionalmente, desde el punto de vista de la ecología bac-
teriana, se ha considerado que una comunidad más diversa 
supone un ecosistema más estable y saludable16. De hecho, 
una de las enfermedades orales más prevalentes, la caries, se 
caracteriza por un descenso de la diversidad bacteriana37. Por 
el contrario, en nuestro estudio, hemos detectado una mayor 
riqueza y diversidad bacteriana en los pacientes periodontales 
frente al grupo sano, lo cual coincide con los hallazgos apor-
tados previamente por otros autores16-18. Esta mayor riqueza 
y diversidad podría ser consecuencia bien de un ambien-
te más rico en nutrientes (por ejemplo, procedentes de la  

propia placa bacteriana) y/o de la imposibilidad de controlar 
el desequilibrio de la microbiota subgingival por parte de la 
respuesta inmunológica local. Posteriormente, hemos podido 
comprobar que esta mayor riqueza y diversidad bacteriana 
presente en la periodontitis crónica se asocia de forma positiva 
con la severidad de la inflamación periodontal (los pacientes 
periodontales con niveles medios de sangrado al sondaje  
>50 % en las localizaciones muestreadas presentaron alrede-
dor de 500 especies bacterianas más que aquellos periodon-
tales con niveles ≤50 %)38.
Coincidiendo con los hallazgos previos de Griffen et al.16 
y Abulesme et al.17, el ACoP (“Análisis de Coordenadas 
Principales”) reveló una estructura bacteriana significativa-
mente diferente entre los dos grupos de estudio, siendo más 
homogénea en el grupo con periodontitis crónica, en con-
sonancia con lo descrito por Chen et al. en una población de 
pacientes periodontales chinos21.

Composición taxonómica de la microbiota subgingival: 
salud vs. periodontitis
Gracias a las técnicas de secuenciación masiva de alto rendi-
miento como la pirosecuenciación del gen ARNr 16S se han 
demostrado diferencias claras en la composición global de las 
comunidades bacterianas entre los pacientes con periodon-
titis y los sanos16-20. Estos resultados no solo han confirmado 
algunos de los publicados previamente utilizando otras téc-
nicas moleculares, sino que han puesto de manifiesto nue-
vos hallazgos de interés en la etiología polimicrobiana de la 
periodontitis crónica. 
En el presente estudio, el género más abundante en todos 
las muestras subgingivales fue Fusobacterium, tanto en la 

FIGURA 7A, b, c y d. Asociación (gráfico de tendencias) entre la abundancia relativa de las principales especies bacterianas y el parámetro clíni-
co, profundidad de sondaje.
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salud como en la periodontitis. Esto apoya la afirmación de 
que una de las especies de este género, F. nucleatum, des-
empeña un papel fundamental en la formación del biofilm 
subgingival, haciendo de “puente” entre las bacterias39. Sin 
embargo, curiosamente, en nuestra serie, la abundancia 
relativa de esta especie fue significativamente mayor en 
el grupo de pacientes sanos. Esto contrasta con lo descrito 
por Socransky et al.10, quienes consideraron a F. nucleatum 
uno de los periodontopatógenos incluidos en el Complejo 
Naranja. Posteriormente, aplicando técnicas metagenómi-
cas, Liu et al.19 no detectaron diferencias significativas en la 
abundancia relativa de Fusobacterium, mientras que otros 
autores lo observaron significativamente aumentado en la 
periodontitis20.
Coincidiendo con datos metagenómicos publicados con 
anterioridad19,20, observamos al género Streptococcus rela-
cionado con la salud gingival, ya que su abundancia relativa 
es mayor en el grupo de sujetos sanos. A pesar de esto, si 
nos vamos hasta el nivel de especie, resulta muy interesante 
apreciar como por ejemplo, los porcentajes de abundancia 
de las especies S. intermedius y S. sanguinis fueron significa-
tivamente mayores en los pacientes sanos, y por el contrario, 
S. constellatus y S. parasanguinis resultaron más abundantes 
en los pacientes con periodontitis crónica. Estas tenden-
cias opuestas también se observaron en especies de otros 
géneros como Porphyromonas. Estos hallazgos reafirman la 
importancia de discriminar a los taxones hasta el nivel de 
especie, e incluso hasta el nivel de cepa, ya que diferentes 
especies/cepas pertenecientes a un mismo género bacteria-
no pueden ejercer distintas funciones, e incluso antagónicas, 
en la etiopatogenia de la periodontitis crónica40,41.
El género Porphyromonas estuvo presente tanto en el grupo 
control como en el grupo con periodontitis, pero su abun-
dancia relativa fue significativamente mayor en los pacientes 
con la enfermedad, siendo el que se encuentra en mayor 
proporción, seguido de Tannerella y Treponema. Por consi-
guiente, estos periodontopatógenos considerados “clásicos” 
también cohabitan en condiciones de salud periodontal. Con 
estos hallazgos confirmamos así lo publicado previamente 
por la mayoría de los autores que aplicaron pirosecuencia-
ción del gen ARNr 16S17,18,20. Sin embargo, Griffen et al.16, en su 
serie de pacientes sanos y periodontales norteamericanos, 
detectaron la especie T. forsythia en el puesto número 16 de 
abundancia relativa, mientras que Liu et al.19 no encontraron 
al género Porphyromonas significativamente aumentado en 
los pacientes periodontales.
En líneas generales, las diferencias observadas en los trabajos 
metagenómicos en relación a los niveles de abundancia de 
diferentes géneros y especies bacterianas pueden ser atri-
buidas a la notable variabilidad inter-sujeto observada y al 
empleo de reducidos tamaños muestrales, que condicionan 
el análisis/poder estadístico de los resultados obtenidos. 
Además de estas limitaciones metodológicas, es importante 
señalar las posibles influencias demográficas y raciales en la 

composición del microbioma subgingival asociado a la salud 
y a la periodontitis crónica, tal como se ha demostrado en 
muestras salivales de distintos orígenes geográficos42. 
Hasta el momento, no hay ningún trabajo metagéno-
mico del gen 16S ARNr en el que se haya analizado los 
resultados agrupando las especies identificadas median-
te análisis bioinformático en los Complejos clásicos des-
critos por Socranky et al.10, por lo que nuestros hallazgos 
no han podido ser comparados con trabajos metodo-
lógicamente similares. Basándonos en nuestros resulta-
dos, corroboramos que en la periodontitis crónica hay 
una mayor abundancia del Complejo Rojo de Socransky, 
tal y como se promulgó inicialmente10. Sin embargo,  
en contraste con las aportaciones de Socransky et al.10, aun-
que el Complejo Naranja fue también muy abundante en 
los enfermos periodontales (con porcentajes similares a los 
observados en el Complejo Rojo), esta abundancia fue supe-
rior en los sujetos sanos, ocurriendo lo mismo con el resto de 
Complejos. Como mencionábamos antes, una de las espe-
cies incluidas en el Complejo Naranja, F. nucleatum, mostró 
una abundancia relativa mayor en los pacientes sanos. En 
cuanto al resto de bacterias del Complejo Naranja, solamente 
la especie S. constellatus, presentó mayor proporción en los 
pacientes periodontales. La detección de una abundancia 
relativa mayor en la salud también ocurrió con otras espe-
cies como C. gingivalis, C. sputigena y C. ochracae (Complejo 
Verde), S. sanguis (Complejo Amarillo) y V. parvula (Complejo 
Púrpura). Por consiguiente, en términos de abundancia, 
todas estas especies podrían ser consideradas asociadas 
a la salud gingival. Estos hallazgos sugieren el interés de 
esclarecer principalmente el papel etiopagénico del clásico 
Complejo Naranja en la periodontitis crónica, mediante el 
empleo de diferentes técnicas moleculares.
Gracias a las técnicas de alto rendimiento, se ha conseguido 
identificar otras especies “de baja abundancia” implicadas 
en la periodontitis crónica, que mediante otras técnicas no 
se habían detectado previamente. En este sentido, actual-
mente la comunidad científica considera fundamental el 
estudio de las bacterias “de baja abundancia” para el avance 
en el entendimiento de la etiopatogenia de las enferme-
dades polimicrobianas43. Específicamente, nos vamos a 
centrar en el caso de F. alocis, una especie gram-positiva 
relativamente desconocida hasta el uso de la secuenciación 
masiva y que, tanto en nuestro estudio como en otros, se ha 
encontrado en un porcentaje significativamente mayor en 
los pacientes periodontales16,18,20,21. Estos resultados sobre 
la implicación de esta bacteria en la periodontitis crónica 
están en consonancia con los publicados por otros auto-
res que utilizaron diferentes diseños metodológicos. Así, 
Moffatt et al.44, en un modelo de cultivo celular, y Wang et 
al.45, en un modelo de experimentación animal, observaron 
que la secreción de citoquinas proinflamatorias (IL-1β, IL-6 
y TNF) estaba estimulada por la presencia de una infección 
por F. alocis.
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Relación entre la microbiota subgingival y los parámetros 
clínicos
Como hemos mencionado con anterioridad, son escasos los 
trabajos metagenómicos que relacionan los datos taxonó-
micos con los parámetros clínicos que definen la progresión 
de la enfermedad, y estos solo se centraron en el análisis de 
pacientes periodontales16,17.
Nuestros resultados sobre la relación entre las bacterias 
clásicamente asociadas a la periodontitis y los parámetros 
clínicos corroboran los publicados por Socransky et al.10 quie-
nes encontraron una fuerte asociación entre las especies del 
Complejo Rojo con la profundidad de sondaje y el sangrado 
al sondaje. Sin embargo, una de las especies incluidas en el 
Complejo Naranja y asociada a la profundidad de sondaje,  
F. nucleatum10 en nuestra serie mostró una correlación nega-
tiva con este parámetro clínico y el sangrado al sondaje. Esto 
plantea dudas sobre cuál es el papel de esta especie en la pato-
génesis de la periodontitis, respecto a su actividad “comensal” 
o “patógena”. Por otra parte, además de los periodontopató-
genos “establecidos”, encontramos otras especies “nuevas” 
asociadas positivamente a los parámetros clínicos, como  
F. alocis, lo que contribuye a confirmar su implicación en el 
desarrollo de la enfermedad. 
Nuestros hallazgos apoyan la hipótesis de Hajishengallis y 
Lamont46, quienes recientemente propusieron un nuevo 
modelo de patogénesis de la periodontitis, el modelo PSD 
(“polymicrobial synergy and dysbiosis model”). Este modelo 
sostiene que esta enfermedad es iniciada por un sinergismo 
y una disbiosis de la microbiota subgingival, en contraposi-
ción con la visión clásica de que la enfermedad está causada 
por una serie de periodontopatógenos concretos, como el 
Complejo Rojo. Este modelo supone un cambio de paradigma 
en la identificación del papel etiopatogénico de la microbiota, 
y los conceptos clásicos “comensal” y “patógeno” deberían ser 
sustituidos por “simbiontes” y “patobiontes”46. 

Los “patobiontes” serían bacterias presentes en bajas pro-
porciones en condiciones de salud pero que con cambios 
ambientales pueden aumentar en proporción y desencadenar 
la enfermedad. Además, también se debe subrayar la reciente 
identificación de los denominados patobiontes “clave”. Los 
patobiontes “clave” serían bacterias capaces de modular la res-
puesta del huésped, impidiendo la acción del sistema inmune 
y elevando la virulencia de toda la comunidad bacteriana, 
mediante una comunicación interactiva con otros patobiontes, 
lo cual ha sido demostrado experimentalmente para P. gingi-
valis47. En este sentido, en una serie de pacientes periodontales 
publicada previamente por nuestro grupo38, observamos que,  
a diferencia de otras especies bacterianas, P. gingivalis mostra-
ba una abundancia considerable en todos los pacientes (en 
torno al 15 %) independientemente de parámetros clínicos 
que definen la severidad de la enfermedad, como la presencia 
de sangrado al sondaje. Esto constata el conocido papel de 
esta bacteria como patobionte “clave”. En consecuencia, la 
sinergia polimicrobiana y disbiótica será la responsable de 
los cambios en las complejas interacciones bacteria-huésped 
que inducirán el inicio y la progresión de la enfermedad perio-
dontal (Figura 8)48,49 .
Actualmente, son necesarios más estudios metagénomicos 
y metatranscriptómicos, sobre todo de carácter longitudinal 
e intervencionista, para entender más profundamente los 
cambios composicionales y funcionales de las comunidades 
microbianas subgingivales en la salud y en la enfermedad, 
sobre la base del modelo PSD, así como su interacción con 
el hospedador. Estos avances en la etiopatogenia permitirán 
plantear mejoras en las estrategias preventivas y terapéuticas 
de las enfermedades periodontales.  

CONCLUSIÓN
La pirosecuenciación del gen ARN ribosomal 16S reveló una 
mayor diversidad y diferente estructura y composición de la 
microbiota subgingival en la periodontitis crónica. Se corro-
boró que esta enfermedad no puede ser considerada una 
enfermedad infecciosa en el sentido clásico del término, sino 
que está asociada a una disbiosis polimicrobiana. Esta disbiosis 
está caracterizada no solo por una mayor implicación de los 
patobiontes “establecidos”, sino también por la coexistencia 
de otros patobiontes con papel desconocido, como Filifactor 
alocis, que de forma conjunta repercuten en el desarrollo de 
la patología. 
Al igual que ha sido propuesto para el caso de la caries50, si la 
periodontitis crónica no es estrictamente una enfermedad 
infecciosa, las estrategias antimicrobianas habituales pue-
den representar una “actuación demasiado agresiva” para 
el ecosistema bacteriano, y nuevos tratamientos basados 
en restablecer el equilibrio de la microbiota, como el uso de 
prebióticos, deben ser evaluados. Se constata la potencial 
aplicación del análisis masivo del microbioma subgingival 
como indicador biológico en el diagnóstico y pronóstico de 
la periodontitis crónica.

FIGURA 8. Nuevo modelo de patogénesis de la periodontitis crónica: 
Modelo de sinergia polimicrobiana y disbiosis. Adaptado de Costalonga 
y Herzberg49.
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