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RESUMEN

Porphyromonas gingivalis es un microorganismo implicado en la periodontitis crónica y agresiva. Dentro de sus factores de virulencia, se encuentran las fimbrias, las cuales están compuestas por una proteína denominada fimbrillina, que está codificada por el gen fimA,  del cual existen 6 genotipos (I, II, III, IV, V, Ib), según la secuencia de nucleótidos.  Los genotipos II y IV han sido relacionados con periodontitis, mientras el I con salud periodontal. Identificar los genotipos de fimA de P. gingivalis en pacientes con periodontitis podría generar nuevas estrategias que conlleven a suprimir los genotipos más patogénicos para prevenir el desarrollo de  la periodontitis en portadores sanos.  Se revisó la prevalencia de los genotipos de fimA de P. gingivalis en diferentes países del mundo, para lo cual se realizó una búsqueda sistemática en bases de datos de Pubmed, Hinary y Science Direct usando los descriptores : Porphyromonas gingivalis, adhesión bacteriana, periodontitis, fimbrias, fim A, y genotipificación  hasta abril del 2011. 
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ABSTRACT

Porphyromonas gingivalis is implicated in chronic and aggressive periodontitis. This bacterium has numerous virulence factors and one is the fimbriae, which is quite important for bacterial colonization. Fimbriae are appendix that anchor to the bacterial wall and composed by the protein fimbriline encoded by the fimA gene. So far, six genotypes have been identified, fimA I to V and Ib. Genotypes II and IV are associated with periodontal disease while genotype I is related to gingival health. Genotype identification of fimA of P. gingivalis in periodontitis would be important to confirm the pathogenic genotypes and to establish risk at population level. 
This review is about the P. gingivalis fimA genotipes prevalence at the Globe. A systematic search  using Pubmed, Hinary and Sciende Direct within the  following descriptors : Porphyromonas gingivalis, bacterial adhesion, periodontitis, fymbrias, fimA, genotipification was performed to April 2011.
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INTRODUCCIÓN

La Periodontitis es una enfermedad inflamatoria que afecta el tejido conectivo de protección, el epitelio sulcular y los tejidos de soporte del diente como son el ligamento periodontal y el hueso alveolar (1, 2).

Uno de los factores desencadenantes de la enfermedad es la persistencia de la biopelícula que se forma sobre las superficies dentales y el margen gingival (3-4), que estimula la respuesta inmune del huésped e induce la producción de citoquinas proinflamatorias y  la liberacion enzimas lisosomales por parte de los fagocitos, además de la reducción en la síntesis de colágeno por los fibroblastos y al incremento de las metaloproteinasas del tejido conectivo con una reduccion concomitante de los inhibidores de las metaloproteinasas. Este desbalance inicia a la destrucción de los tejidos periodontales, incluyendo la resorcion osea,  por  la cronicidad del reto microbiano e inflamatorio.

Diversos microorganismos han sido implicados en la patogénesis de la periodontitis, tales como: Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythya, Fusobacterium nucleatum, Agregatibacter actinomycetemcomitans, Micromonas micra, Eikenella corrodens, Treponema denticola, Campylobacter rectus, entre otras especies (5). 
Estos microorganismos deben encontrar un nicho ecológico apropiado o sitio de actividad en el huésped para establecerse y comenzar a crecer y multiplicarse, de tal forma que penetran las barreras físicas como el epitelio de union, y del surco, degradan las immunoglobulinas en el fluido crevicular y en la saliva y sobreviven a la accion local  de los polimorfonucleares (PMN), para luego asociarse con las células epiteliales, ls celulas de la membrana basal y probablemente los fibroblastos. Esta asociación o adherencia bacteriana, esencial para la colonización y patogenicidad,  se establece  a través de  los factores de virulencia que como las fimbrias  facilitan la colonizacion, el mantenimiento y la protección de las especies bacteriana en el huésped (6). 
Para el caso de Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis),  los factores de virulencia  son :  la cápsula (7), las proteínas de la membrana externa,  el lipolisacárido (6), las proteasas como las gingipainas, colagenasas, hemolisina, proteasas de tripsina, hemaglutininas (8) y las fimbrias, que están involucradas en la colonización, invasión, establecimiento y persistencia dentro del huésped, evasion por la  destrucción de los mecanismos del sistema inmune y el daño a los tejidos  periodontales de protección. Además, existe evidencia que este microorganismo genera importantes efectos a nivel cardiovascular 

Esta revisión de la literatura (Pubmed, Hinari y Science Direct hasta Abril de 2011)  enfatiza en uno de los factores de virulencia de Porphyromonas gingivalis como es el fimA, su prevalencia en diferentes poblaciones mundiales y la importancia clínica a partir de su distribución en los estadíos en la enfermedad periodontal.  Se realizó una búsqueda sistématica utilizando los descriptores en salud: Porphyromonas gingivalis, fimA, genotipificación, colonización, periodontitis, en las bases de datos de Pubmed, Hinary y Science Direct.
Porphyromonas gingivalis
P. gingivalis es un coco-bacilo Gram negativo, anaerobio y no móvil que se encuentra relacionado con el inicio y progresión de la enfermedad periodontal crónica y agresiva -se puede considerar como uno de los principales agentes etiológicos de la enfermedad periodontal destructiva (10), aunque es un microorganismo que también se ha aislado en gingivitis y pacientes sanos en bajas proporciones (7). 
De igual forma, ha sido implicado en diversas complicaciones sistémicas como son la enfermedad cardiovascular, la preeclampsia y bajo peso al nacer (10 - 11), debido a su capacidad de colonizar otros tejidos, lo cual ha sido evidenciado por su presencia en placas ateromatosas (1). De esto existe evidencia científica en modelos In Vitro y animales.

De acuerdo al modelo de los complejos del biofilm dental propuesto por Socranski y Hafajee, P. gingivalis pertenece al complejo rojo, por tanto hace parte de los colonizadores terciarios que colonizan los tejidos dentales y periodontales cuando la biopelícula se encuentra madura (3).
Esta colonización se encuentra influenciada por la saliva, la cual funciona como un vector para su transmisión y entrada en el ambiente oral; además, la película adquirida de la saliva sobre la superficie dental facilita la adhesión de las fimbrias de la bacteria, las cuales se unen a las superficies sólidas con una afinidad muy alta impidiendo su remoción por el flujo salival (1). 
Finalmente, son bacterias asacarolíticas con actividad proteolítica. 

In Vitro, cuando crecen en agar suplementado con sangre de cordero, y  con hemina y menadiona en incubacion en anaerobiosos  por 10 a 15 dias,  las colonias, inicialmente se observan de color amarillo o cafe y después de 4 a 8 días se oscurecen desde el borde hacia el centro hasta tornarse de color negro debido a su capacidad de captar hierro del medio de cultivo (12),   (Figura 1). 
Fimbrias de Porphyromonas gingivalis

Dentro de los factores de virulencia que desarrolla P. gingivalis, se encuentran las fimbrias, las cuales han sido consideradas como el principal factor de virulencia de este microorganismo, ya que le confiere la capacidad de adherirse e invadir los tejidos, lo que caracteriza su alta patogenicidad periodontal (9).

Las fimbrias son finos y numerosos apendices que sobresalen de la membrana celular externa, cuya función principal es la adhesión a tejidos periodontales (12),  a células endoteliales (1) y otros tejidos (8), ya que se han aislado de abscesos de ovario y de pulmón (10), e incluso se ha encontrado que las fimbrias de P. gingivalis median la congregación con Streptococos oralis a través de moléculas, residuos o dominios específicos (13). 

Existen 2 tipos de fimbrias la mayor o principal de 41KDa determinada por Yoshimura y colaboradores en 1984, y la menor o fimbria secundaria de 67 KDa encontrada por Hamada y colaboradores en 1996 (14). 

La principal o mayor, la cual configura apéndices largos que miden aproximadamente 0.3 a 1.6 micras de longitud (15), está compuesta por subunidades de una proteína llamada fimbrillina la cual esta codificada por un gen denominado fimA (14), del cual solo hay una copia en el cromosoma de P. gingivalis (16).
Las fimbrias menores o secundarias, están compuestas por subunidades de proteína de fimbria menor (Mfa1) codificada por el gen mfa1 (14).  Presentan una longitud de 3.5 a 6.5 nanómetros de longitud, siendo significativamente más cortos que las fimbrias mayores (15).

En investigaciones en ratones se ha encontrado que las fimbrias estimulan la produccion de IL-1, IL-6, IL-8 y TNF por macrofagos de peritoneo y que en humanos desencadena la secrecion de TNF por monocitos (6). Estas citoquinas  son potentes mediadores inflamatorios, la cual puede conllevar a la activación de la destrucción del tejido óseo y de los tejidos periodontales. Por lo tanto las fimbrias, ademas de considerarse como un factor de virulencia importante en la colonizacion e invasión de P. gingivalis en tejidos orales, también puede colaborar con la respuesta inflamatoria dependiente de la respuesta inmune al estimular la secreción de las citoquinas antes mencionadas.

Se ha demostrado en estudios en animales de experimentacion, que la inmunizacion con fimbrillina de P. gingivalis, protege al individuo de la destrucción del tejido periodontal, pero debido a la diversidad genotipica observada en esta bacteria, existe una heterogeneidad estructural y antigénica de las fimbrias, de manera que si se desarrollan anticuerpos contra un tipo especifico de fimbrias no se logra proteccion contra los otros tipos (17).

Variedad genotípica y fenotípica de las fimbrias 
P. gingivalis es un microorganismo que presenta una diversidad genotipica considerable, por lo tanto se pueden encontrar clones mas patógenos que otros, y esta podría ser la razón que explica la presencia de la bacteria en pacientes sanos que no presentan ningún signo de enfermedad periodontal y en pacientes con enfermedad periodontal severa, donde hay signos marcados de destrucción de los tejidos de soporte.

FimA es el gen que codifica las subunidades de fimbrillina. Hasta el momento se han encontrado 6 genotipos de FimA (I, Ib, II, III, IV, V) basado en su secuencia de nucleótidos (8, 12).

Las fimbrias fimA se adhieren a diferentes proteinas de celulas eucariotas como son la fibronectina, el colageno, la laminina, la proteína rica en prolina derivada de la saliva y la estaterina, también como a proteinas procariotas como el glyceraldehydo-3-phosphato dehydrogenasa (GAPDH)  de Streptococcus oralis. 

El gen fimA se encuentra localizado en un cluster de genes que codifican para factores reguladores o proteínas accesorias de fimbrillina. Corriente abajo o “Down stream” de fimA se encuentran 4 genes denominados fimB, fimC, fimD y fimE. Recientemente se describio que los productos de fimC,  fimD  y fimE juegan un papel importante en las fimbrias, toda vez que si son suprimidos en experimentos in Vitro se reduce la habilidad de P. gingivalis de adherirse a células eucariotas y procariotas, lo que afecta la capacidad de las fimbrias de P. gingivalis de colonizar tejidos y afectando la autoagregación (15). 
Nagano et al., en 2010, realizó un estudio con el gen fimB y concluye que este gen es el que regula la longitud y expresión de fimA, lo cual es importante para la colonizacion y adhesion del microorganismo y genera la hipótesis que el gen fimB estaria implicado en producir un elemento responsable del anclaje de las fimbrias a la membrana externa de la bacteria (18). 

PREVALENCIA DE fimA EN DIFERENTES POBLACIONES MUNDIALES 
La variabilidad genotípica entre los aislados de P. gingivalis es un reflejo de las distintas secuencias en su DNA, por ese motivo los métodos moleculares de tipificación han sido un gran aporte para su estudio (19). 
En la literatura especializada, es posible encontrar varios estudios que han determinado la prevalencia de fimA en diferentes poblaciones mundiales,  (Figura 2). 
Es por ello, que además de hacer una revisión de la literatura, en este manuscrito se ha realizado un dendograma para determinar las diferencias poblacionales a través de la distribución geográfica dicho gen, en P. gingivalis, (Tabla 1). 
En Japón, Amano et al.,  ha investigado ampliamente las fimbrias de P. gingivalis y su distribucion y prevalencia en la poblacion de este pais. En un estudio en 1999 encontraron que fimA II seguido por fimA IV son los genotipos mas prevalentes en pacientes con enfermedad periodontal. En uno de sus estudios más representativos (7), seleccionaron 93 adultos japoneses con enfermedad periodontal y sin compromiso sistémico (33 hombres entre 19 y 74 años y 60 mujeres entre 21 y 79 años) a quienes se les tomaron muestras subgingivales con curetas Gracey estériles y muestras de saliva para realizarles la genotipificacion a través de PCR (Reacción en cadena de la polimerasa). Cabe mencionar que en 1999, solo se conocían 4 genotipos de fimA del I al IV. Los resultados demostraron que de los 93 pacientes,  73 fueron positivos para P. gingivalis, de los cuales fimA tipo II fue el mas prevalente con un 58.9%, comparado con 5.4%, 6.8%, 12.3% para tipo I, III y IV respectivamente. También observaron que existe una relación del fimA II con la profundidad de la bolsa, ya que en las más profundas se encontró en un 90.9% comparado con los otros genotipos estudiados, y que en mujeres con edades entre 36 y 57 años se encuentra el porcentaje mas alto de un 83.3% para fimA II. Por tanto, Amano et al. 1999, concluyeron que el genotipo fimA II es el mas prevalente en los pacientes con patología periodontal y que existe la posibilidad que hayan otros genotipos diferentes a los genotipos del I al IV, por lo cual recomiendan hacer mas estudios.  

En 2000, Amano et al.(20) lograron clonar un nuevo genotipo de fimA, el tipo V. Debido a que en estudios anteriores algunos pacientes positivos para P. gingivalis no tenían ninguno de los cuatro genotipos conocidos hasta el momento, se sospechaba que existía otro genotipo no descrito. De las 73 muestras utilizadas en el estudio anterior, cinco especímenes tenían el genotipo no descrito, por lo tanto, estas muestras se utilizaron como plantillas para amplificar el nuevo gen de fimA utilizando una prueba de PCR. Los productos del PCR fueron separados por medio de electroforesis y el DNA fue clonado en un vector (E. coli).  

Más adelante en el año 2000, Amano et al.(21) estudian 380 adultos japoneses sanos periodontalmente y sistémicamente (163 hombres entre 30 y 70 años -promedio de 51.23 ± 11.2 años- y 217 mujeres entre 30 y 70 años) y 139 adultos japoneses con periodontitis y sin compromiso sistémico (70 hombres entre 30 a 70 años y 69 mujeres entre 30 a 70 años), en los cuales fueron obtenidas muestras para genotipificar P. gingivalis a través de PCR. De 380 pacientes sanos periodontalmente P. gingivalis fue identificada en 138 (36,3%), mientras que de 139 pacientes con periodontitis fue identificada en 121 (87,1%). En los sujetos sanos periodontalmente fimA tipo I fue observado en el 76.1%, el tipo II en 9.4%, el tipo III en 7.2%, el tipo IV en 6.5% y tipo V en 29.7%; mientras que en los sujetos con periodontitis, el fimA tipo I fue observado en 6.7%, el  tipo II en 66.1%, el tipo III en 5.8%, el tipo IV en 28.9% y el tipo V en 17.4%. De esto se concluye que en los pacientes sanos periodontalmente los tipos I y V son mas prevalentes (p<0.00001 y p<0.0001 respectivamente), mientras que los tipos II y IV fueron mas prevalentes en pacientes con periodontitis (p<0.00001).
En 2002,  Nakagawa et al.(9) clonaron un nuevo genotipo de fimA, el cual fue designado como fimA Ib, indicando que es un variante del gen fimA I, pues existe un 97,1% de homología entre ambos genotipos. Los investigadores utilizaron una muestra de 380 pacientes sanos periodontal y sistémicamente (hombres y mujeres con edades entre 30 y 70 años de edad) y 192 pacientes con enfermedad periodontal y sin compromiso sistémico (hombres y mujeres con edades entre 30 y 70 años). Además analizaron muestras de 44 pacientes adultos con trisomia del par 21 (hombres y mujeres con edades entre 20 y 35 años) y 39 adultos con retardo mental (hombres y mujeres con edades entre 20 y 35 años). Con las muestras de estos últimos pacientes se realizó la genotipificación con los 6 genotipos ya descritos y se encontró que en pacientes con periodontitis los genotipos tipo II (47.4%), tipo Ib (13.5%) y tipo IV (12.5%) son relativamente más prevalentes en comparación con los pacientes sanos, quienes presentaron frecuencias del  50.4% en el tipo I y del 12.2% en el tipo V. Así mismo, este estudio reportó que el OR (Odss ratio) para la población adulta en Japón (que indica la relación entre periodontitis y fimA) fue más alto para fimA II (OR 77.80).

En varios estudios se ha reportado la relación que existe entre la enfermedad periodontal y la enfermedad cardiovascular, al mismo tiempo que se ha encontrado la presencia de P. gingivalis en especímenes de placas ateromatosas. Nakano et al., (1) demostraron la presencia de DNA bacteriano de P. gingivalis en 35 especímenes cardiovasculares recolectados durante la cirugía de 35 válvulas cardiacas. En el 11.4% se detectó DNA de P. gingivalis, mientras que de 27 especímenes de placas ateromatosas, en el 7.4% se detecto DNA de P. gingivalis. Sin embargo, los mismos autores se plantearon el objetivo de confirmar la prevalencia y distribución de los genotipos de fimA en estos especímenes, para lo cual recolectaron especímenes cardiovasculares durante dos años y medio (entre Diciembre de 2004 y Mayo de 2007). Estos especimenes constaron de 112 válvulas cardiacas extirpadas, de las cuales 14 fueron por diagnóstico de endocarditis infecciosa y 98 por endocarditis no infecciosa, además de 80 especímenes de placas ateromatosas con diagnóstico de aneurisma de aorta abdominal o torácica, para un total de 192 especímenes. A 54 de estos pacientes que se sometieron a cirugía se les tomo una muestra de placa bacteriana, mientras que a todas las muestras recolectadas se les realizó extracción de DNA y pruebas de PCR para la genotipificacion. Los resultados mostraron que de 192 especímenes cardiovasculares, 20 fueron positivos para P.gingivalis y de 56 muestras de placa bacteriana, 28 fueron positivas para P. gingivalis. En las muestras cardiovasculares los genotipos mas frecuentes fueron fimA II (30% -6 especímenes-) y fimA IV (45% -9 especímenes-) y de las muestras de placa se encontro mayor prevalencia en genotipos II (35.7%), I (28,6%) y IV (21,4%). Finalmente los autores concluyen que los genotipos  fimA que han sido asociados con la periodontitis son también frecuentemente encontrados en especímenes cardiovasculares, lo cual sugiere el posible papel de los clones tipo II y IV en el inicio y progresión de la enfermedad cardiovascular; aunque debido a la cantidad tan baja de muestras cardiovasculares positivas para P. gingivalis se requieren mas estudios para confirmar esta hipótesis. 

En 2004, en un estudio experimental realizado por el grupo de Nakano et al, citado por Hajishengallis en 2009 (22) se encontró que los genotipos fim A II y IV fueron mas agresivos y generaron mayor daño al tejido que los genotipos fimA I en un modelo de infección sistémica diseminada en ratones.
Otros autores en Japón han estudiado tambien la prevalencia y distribucion de los genotipos de fimA. Miura et al., (23) en 2005, analizaron la prevalencia de los genotipos fimA en pacientes con periodontitis agresiva. En el estudio incluyeron 18 pacientes con periodontitis agresiva y 22 pacientes sanos periodontalmente. En los pacientes con periodontitis agresiva, el genotipo mas prevalente fue fimA II (40.5%), seguido por fimA Ib (23.8%) y fimA I (23%). El único genotipo encontrado en los pacientes sanos fue el genotipo fimA I con un 100% de frecuencia. Estos resultados son diferentes a los reportados en otros estudios en los cuales el genotipo fimA IV es el segundo más prevalente y el genotipo fimA I es característico de pacientes sanos; sin embargo en esta investigación la genotipificación se realizó específicamente en pacientes con periodontitis agresiva y puede existir una variación en los genotipos de P. gingivalis con respecto a los otros tipos de periodontitis, lo cual pudiese cambiar el curso y evolución de la patología.

Guo et al., 2005 (24) en China, investigaron la distribución de genotipos fimA de P. gingivalis en muestras de placa subgingival de 101 pacientes con periodontitis cronica. P. gingivalis fue detectada por cultivo y por PCR 16S rRNA. La distribución y prevalencia de los genotipos de fimA fue realizada por PCR con los primers especificos para cada uno. P. gingivalis se encontró en el 88.1% de las muestras y la distribucion de los genotipos fue la siguiente: tipo I, 24.7%; tipo II, 43.8%; tipo III, 15.7%; tipo IV, 40.4%; tipo V, 3.4%;  Se concluye que P. gingivalis fue positivo en la gran mayoria de las muestras subgingivales de los pacientes con periodontitis cronica, y los genotipos fimA II y fimA IV fueron los mas predominantes en estos pacientes, por lo tanto son los genotipos que mas se pueden asociar con el desarrollo de periodontitis.
Wu et al.,  en 2006 (25) en la escuela de estomatología de la Universidad de Sichuan en el  Oeste de China, analizaron la distribución de los genotipos fimA de Porphyromonas gingivalis en pacientes Chinos con periodontitis y su relacion entre los genotipos fimA y la periodontitis crónica. Se recolectaron muestras subgingivales de 101 pacientes con periodontitis. La presencia de P. gingivalis y la distribución de los genotipos de fimA fue detectada por PCR. En los pacientes se tuvieron en  cuenta indices periodontales como profundidad de bolsa, nivel de inserción y sangrado al sondaje. P. gingivalis fue detectada en 89 pacientes (88.1%) y el genotipo mas frecuente fue fimA II (43.8%) y fimA IV (40.4%). Estos dos genotipos tambien fueron más prevalentes en los pacientes con periodontitis moderada y severa.  Los autores concluyen que los genotipos fimA II y fimA IV son los mas prevalentes en pacientes con periodontitis en China y estos genotipos estan involucrados en la progresión de la destrucción periodontal.

Zhao et al.,  en 2007 (26), analizaron la prevalencia de los genotipos de fimA en 115 pacientes adultos con periodontitis crónica en china, (67 hombres y 48 mujeres entre 25 y 75 años)  y 136 pacientes adultos sanos periodontalmente (44 hombres y 92 mujeres entre 25 y 75 años). 30 de 136 pacientes sanos (22.1%) y 94 de 115 pacientes con periodontitis (85.1%) fueron positivos para P. gingivalis. Además, los autores encontraron que en los pacientes sanos el 62.7% tenían el genotipo fimA I, el 16.7% el genotipo fimA V y el 10% el genotipo fimA III; mientras que en los pacientes con periodontitis crónica los genotipos mas prevalentes fueron fimA II (43.6%), seguido por fimA IV (30.9%) y fim A Ib (20.2%). De igual forma, el estudio correlacionó la prevalencia de los genotipos con la profundidad de bolsa, de tal forma que los genotipos mas prevalentes en bolsas mayores o iguales a 7 mm fueron fimA II (55.3%) y fimA IV (30.9%), mientras que el genotipo fimA V fue el menos prevalente en bolsas profundas (4.3%). También se correlacionó la prevalencia de fimA con el sangrado al sondaje, siendo más prevalentes los genotipos fimA II (45,8%) y fimA IV (32.5%), y menos prevalente el genotipo  fimA V (3.6%). Finalmente, este estudio también analizó la relación entre los genotipos de fimA de P. gingivalis y su asociación con otras bacterias como Tannerella forsythia y  Agregatibacter actinomycetemcomitans; de tal forma que de 30 pacientes sanos positivos para P. gingivalis, seis eran positivos para T. forsythia y uno para A. actinomycetemcomitans, mientras que de 94 pacientes con periodontitis crónica positivos para P. gingivalis, 60 eran positivos para T. forsythia y 34 para A. actinomycetemcomitans. Al correlacionar los genotipos, los autores encontraron que la frecuencia de coexistencia de T. forsythia  con fimA II fue  del 53.3% y la frecuencia de coexistencia de fimA II con A. actinomycetemcomitans 44.1%, siendo este genotipo el más frecuentemente asociado a otras especies bacterianas que colonizan el periodonto. Así mismo, este estudio reportó que el OR para la población China en cuanto a la relación entre el genotipo fimA de P. gingivalis con periodontitis, fue para el tipo I (0.97), el tipo Ib (13.26), el tipo II (36.62), el tipo III (4.57), el tipo IV (22.86) y el tipo V (1.19), siendo el más alto para el tipo fimA II, al igual que en Japón.
En Alemania, Beikler et al.,  2003 (27), realizaron un estudio sobre la prevalencia de los genotipos de fimA en 102 pacientes caucásicos (73 mujeres y 29 hombres). Los investigadores tomaron inicialmente un universo de 203 pacientes de los cuales 102 fueron positivos para P. gingivalis (50,25%), y en quienes finalmente se realizó el estudio. La investigación reportó que 26 pacientes (25,5%) tenían fimA I, 40 pacientes (38,2%) tenían fimA II, 5 pacientes (4,9%) tenían fimA III, 19 pacientes (18,6%) y 4 pacientes (3,9%) el genotipo fimA V. De acuerdo a los autores, las diferencias con los resultados en Japón son atribuidas a la adaptación de los genotipos a los cambios del ambiente.  
En Noruega, Van der Ploeg et al. en 2004 (28), realizaron un estudio sobre la prevalencia de los genotipos de fimA en 17 pacientes con periodontitis crónica (6 hombres y 11 mujeres entre 38 y 81 años) y 12 pacientes sanos periodontalmente (6 hombres y 6 mujeres entre 22 y 46 años) procedentes de Zúrich (Suiza), y 21 pacientes sanos periodontalmente (7 hombres y 14 mujeres) procedentes de Bergen (Noruega). P. gingivalis fue detectada en el 71% de los pacientes con periodontitis y en el 9% de los pacientes sanos. Las dos terceras partes de las muestras positivas para P. gingivalis tenían múltiples genotipos, siendo los más frecuentes fimA II y fim A IV; mientras que los genotipos fimA III y IV solo se encontraron en una tercera parte de las muestras.

Por otro lado, Enersen et al. en 2008 (16), llevaron a cabo un estudio de prevalencia de fimA en 38 muestras de pacientes con periodontitis procedentes de varios países como Japón, Estados Unidos, Indonesia, Canadá, Suiza, Noruega, Suecia, Kenia, Alemania y Francia; 28 aislados procedentes de Finlandia y 13 aislados procedentes de Holanda. La distribución de los genotipos fue FimA II (34,1%), fimA IV (20.7%), fimA III (9.8%), FimA Ib (4.9%) y FimA I (3.7%). El genotipo fimA V solo fue detectado en un aislado.  

Para el caso de Latinoamérica, son pocos los estudios reportados. En Brasil, Misailidis et al. 2004 (29), analizaron 102 pacientes (hombres y mujeres entre 14 y 75 años, procedentes de una población multiétnica de Brasilera con diferentes condiciones periodontales (pacientes sanos, pacientes con gingivitis y pacientes con periodontitis crónica y agresiva), a quienes se les tomaron muestras subgingivales en 3 sitios por paciente, para realizar la extracción de DNA y posteriormente genotipificar mediante PCR. Inicialmente se confirmo la presencia de P. gingivalis en las muestras la cual fué positiva en 2 pacientes de 25 sanos, 6 pacientes de 20 con gingivitis, 38 pacientes de 42 con periodontitis cronica y 13 de 15 con periodontitis agresiva. La distribucion de los genotipos para esta poblacion fue para pacientes con periodontitis, el genotipo mas prevalente fue fimA II con un porcentaje de 39.3%, seguido por fimA Ib con 24.4%. En pacientes sanos solo una muestra fue positiva para fimA II y en pacientes con gingivitis solo 2 muestras fueron positivas para fimAIV.
Estos resultados contrastan con los reportados en Japón y China, donde, después de fimA II el mas prevalente es fimA IV, según los autores esto podria ser debido a la heterogeneidad racial de la población brasilera y la diferencia de sus origenes, confirmando la variabilidad de la población. En el estudio se menciona que se encontró un genotipo fimA no específico en el 17% de los sujetos estudiados, diferente a un 5.1% reportado por los investigadores en Japon, lo que sugiere la existencia de otros genotipos que no se han estudiado. Se concluye que,  el genotipo más prevalente en los pacientes con periodontitis es fimA II y que se debe considerar como el más virulento y patogénico, pues tiene mayor capacidad de adhesión y de invasión a los tejidos y la mayoría de los  fumadores tuvieron periodontitis y fueron positivos para  P. gingivalis. 
Texeira et al.,  en 2009 (12), realizaron un estudio acerca de la distribución de los genotipos fim A en pacientes fumadores con periodontitis crónica de Brasil, en el cual evaluaron cuantitativamente los niveles de los genotipos fimA II y fim A IV en pacientes fumadores con periodontitis crónica a través de RT- PCR. Encontraron que fimAII fue positivo en 18 de 20 sujetos y que  fimA IV se encontró en los 20 sujetos. A cada paciente se le tomaron muestras en 9 sitios, para un total de 180 sitios,  de los cuales el 90.5%, es decir 152 sitios fueron positivos para Porphyromonas gingivalis, de estos el 28% de los sitios tenían fimA II, en contraste con fimAIV que se encontró en el 69,6% de los sitios. También se analizó la frecuencia de los genotipos fimA II y fimA IV en las diferentes categorias de profundidad de bolsa y observandose que en esta población el genotipo fimA IV es más frecuente en las bolsas periodontales mas profundas. Estos resultados sugieren que fimA IV esta relacionado con bolsas mas profundas en pacientes con periodontitis crónica y es el genotipo más prevalente en pacientes brasileros  fumadores con periodontitis lo cual sugiere que en esta población es el genotipo mas virulento. 

Davila et al en 2007 (30), analizaron la distribución del gen fimA de Porphyromonas gingivalis en pacientes con Diabetes tipo II y con periodontitis en Mexico. Se seleccionaron 75 pacientes, divididos en 3 grupos, el grupo 1 conformado por 25 pacientes sanos, no diabeticos,  (8 hombres y 17 mujeres con edades entre 30 y 62 anos); el grupo 2 conformado por pacientes no diabeticos con periodontitis cronica, (5 hombres, 20 mujeres con edades entre 30 y 70 anos); grupo 3 conformado por  pacientes con diabetes mellitus tipo II y con periodontitis cronica, (13 hombres, 12 mujeres,  con edades entre 37 y 68 anos).

Se tomaron muestras subgingivales con curetas esteriles Gracey, previa remocion de la placa supragingival, de la superficie disto – lingual del lateral mandibular izquierdo en todos los pacientes. Se realizó extracción de ADN y genotipificacion por medio de PCR, utilizando los primers especificos para cada genotipo fimA.

En el grupo 3 cinco pacientes fueron positivos para P. gingivalis 16S rRNA pero negativos para los primers especificos de los genotipos fimA. Estos productos fueron amplificados con primers para P. gingivalis 16S rRNA y clonados en pGEM  T-Easy vector y enviado para investigacion en CINVESTA V-IPN Instituto de investigacion en Irapuato Mexico. 

P. gingivalis fue positivo en el grupo 1 (38%), grupo 2 (70%) y grupo 3 (70%) 

Estos cinco clones no amplificados con los primers de fimA pero si con el primer universal de P. gingivalis 16S rRNAtuvo una relacion filogenetica muy cercana al genotipo fimA I, lo cual fue analizado y observado a travez de una matriz de distancias.

En todos los grupos, los genotipos mas prevalentes fueron tipo I, Ib y II, con diferencias en la distribucion en los diferentes grupos.

En el grupo 1 el genotipo mas prevalente fué fimA I (40%) individualmente y en asociacion con otros genotipos tambien fue fimA I, en el grupo II se observo fimA Ib en mayor proporcion (20%) de forma individual y en asociacion se encontro en un (36%), en el grupo 3 los genotipos mas encontrado individualmente fueron I (20%) y III (20%).

Se observa una diferencia con la prevalencia de los genotipos fimA I y III alta en pacientes con diabetes tipo II y periodontitis, pues en estudios en brasil y Japón el genotipo que mas se ha asociado a periodontitis el el tipo II pero la enfermedad periodontal en el diabetico también puede ser atribuida a otros factores que puedan estar alterados en la inmunidad innata, alteraciones en la microvasculatura y metabolitos finales de la glicosilacion.

En Chile en 2009, Abusleme et al. (31) genotipificaron 31 aislados de Porphyromonas gingivalis obtenidos de un grupo de 10 pacientes chilenos, (7 con periodontitis crónica y 3 con periodontitis agresiva), estos aislados presentaron en su mayoría el genotipo fimA II (48.3%), seguido por fimA I (32.2%). Los porcentajes más bajos fueron los genotipos fimA III (16.1%) y fimA IV (3.2%), además en el estudio se reportó la presencia de más de un tipo de fimbrias en algunos pacientes.

En Colombia en 2009, Perez et al. (32) realizaron un estudio muy interesante acerca de los genotipos de fimA. Se seleccionaron 15 pacientes, 9 con periodontitis cronica y 6 con periodontitis agresiva que presentaban bolsas > 7 mm y eran candidatos para cirugia periodontal. Se tomaron muestras de placa subgingivales antes de la cirugia y muestra de sangre durante la bacteremia despues del raspado y alisado radicular. Se tomaron 4 muestras de sangre por paciente, la primera antes del procedimiento, la segunda, inmediatamente al final, la tercera, 15 minutos despues y la cuarta 30 minutos despues. El procedimiento quirurgico fue realizado durante 10 minutos (10 sitios por paciente, 1 minuto por sitio). La técnica utilizada para la genotipificacion fue  PCR. Seis pacientes resultaron positivos para la bacteremia por P. gingivalis, y este hallazgo confirma la capacidad de este patogeno para entrar en la circulacion.
En 30 aislados de placa subgingival se encontro una mayor prevalencia de fimA II, seguido por fimA Ib, fimA III y fimA IV.  En los aislados de sangre los genotipos mas prevalentes fueron fimA II seguido por los tipos IV, Ib y III. Los genotipos mas prevalentes en estos pacientes tanto en muestra de placa subgingival como en las cepas encontradas en sangre fue fimAII, lo cual concuerda con lo hallado por Enersen et al. En 2008 (16), Van der Ploeg et al., en 2004 (27), Beikler et  al,  2003 (26), Misailidis et al.,  en 2004 (28), Amano et al.,  2000 (20), Zhao et al., en 2007 (25).
En general, los resultados de estos estudios han mostrado que el gen fimA II es el más frecuente en pacientes con periodontitis seguido por fimA IV, mientras que en pacientes sanos se ha encontrado mas relacionado el gen fimA I y III; sin embargo se han encontrado ciertas diferencias entre las diferentes poblaciones y esto lo han atribuido a las diferencias étnicas que existen en poblaciones como Brasil (29, 12), México (30) y Chile (31). 

Los genotipos fimA I son menos agresivos, están asociados a las primeras etapas de la infección como son la colonización, invasión y subversión de la respuesta inmune, además carecen de cápsula lo que hace que sean cepas bacterianas poco virulentas y con baja capacidad de invasión en tejidos; en contraste los genotipos fimA II y fimA IV son considerados como genotipos pro- inflamatorios, que exhiben un fenotipo mas agresivo con capacidad de causar mayor daño al tejido, por lo general estos genotipos son encapsulados y esto les confiere una ventaja en términos de invasión, supervivencia dentro del huésped y resistencia, lo cual está relacionado con la cronicidad de la infección (7, 21). Se ha encontrado, en estudios experimentales que fimA II tiene la capacidad de adherirse a células epiteliales e invadir la célula de una manera más eficiente que los otros genotipos y lo hace a través de receptores específicos en el huésped, incluyendo la Integrina α5β1 (14, 15).   
Distancias biológicas de los genotipos fimA II y fimA IV de Porphyromonas gingivalis

Varios estudios reportaron diferencias en la distribución de los genotipos de fimA de Porphyromonas gingivalis, (Tabla 2), (26, 28 - 31) las cuales fueron atribuidas a factores medio - ambientales, la heterogeneidad racial de la población y enfermedades sistémicas que alteran el sistema inmune como la diabetes.

Es por ello que en éste reporte se empleó el software SPSS ver. 17.0 en inglés para elaborar una matriz de distancias (Tabla 2) con base en la similaridad de la frecuencia de fimA II y fimA IV en varias poblaciones mundiales a partir de la clasificación de conglomerados jerárquicos mediante la distancia Euclidea al cuadrado. Además se obtuvo el respectivo dendograma (Figura 3) utilizando el método de Ward, en el cual se van agrupando los elementos a relacionar de forma jerarquica, de acuerdo a su similaridad  para evidenciar los niveles de proximidad entre las poblaciones incluidas en la matriz. 

En el dendograma se puede observar que las poblaciones tenidas en cuenta en los estudios de China 2005 (23), China 2006 (25) y China 2007 (26) hacen parte del primer conglomerado a partir de la frecuencia de fimA II y fimA IV, lo cual indica que la distribución de estos genotipos es similar en estos estudios. Alemania 2003 (27) y Brasil 2004 (29), conforman el segundo conglomerado; Mexico 2007 (30) hace parte del tercer conglomerado; Japón 1999 (7), Colombia 2009 (32), Japón 2002 (9) y Chile 2009 (31), conforman el cuarto conglomerado; Japón 2000 (20) el quinto y Brasil 2009 (12) el sexto conglomerado.

Estas agrupaciones en conglomerados muestran la afinidad en los resultados de los estudios realizados en los países que están incluidos en cada uno de los seis mencionados anteriormente. 

Ésta distribución tan heterogénea de las poblaciones, teniendo en cuenta el origen y la ubicación geográfica de las mismas, puede ser asociado al número de muestras, por ejemplo en el estudio de Amano et al de 1999 (7) Se tomaron 93 pacientes con periodontitis crónica,  Amano et al en el 2000, (20)  realizan el estudio en 380 pacientes sanos y 139 pacientes con periodontitis, mientras en China, Guo et al en 2005 (24) realizaron la genotipificación en una muestra de 101 pacientes con periodontitis y zhao et al en 2007, (26) trabajaron con una muestra de 115 pacientes con periodontitis y 136 pacientes sanos, mientras en Alemania Beikler et al en 2003 (27) utiliza una muestra de 203 pacientes. En Brasil los dos estudios reportados también presentan grandes diferencias en su número de muestra, Missailidis et al en 2004 (29) trabaja con 102 pacientes con periodontitis, mientras Texeira et al en 2008 (12) toma una muestra de 20 pacientes fumadores con periodontitis. En Mexico, Davila et al 2007 (30)  trabajaron con una muestra de 50 pacientes, mientras en Chile, Abusleme et al, en 2009 (31) desarrollaron el estudio con 10 pacientes con periodontitis, 7 con periodontitis crónica y 3 con periodontitis agresiva. En Colombia el estudio realizado en 2009 por Perez et al, (32) fué desarrollado en 15 pacientes, 9 con periodontitis crónica y 6 con periodontitis agresiva. 

También estas diferencias evidencian lo manifestado por Beikler et al. en Alemania (26), Missailidis et al.,  en Brasil (28) y Davila et al. en México (29); quienes comparando el resultado de sus estudios con los otros reportados en la literatura, encuentran diferencias en la distribución de los genotipos de fimA y concluyen que entre poblaciones pueden existir debido a los cambios en la colonización microbiana asociados con aspectos étnicos, hábitos dietarios, automedicación de antimicrobianos, nivel de desarrollo y condiciones de sanidad.

En nuestro país se requieren estudios que permitan identificar cuáles son los genotipos de fimA de Porphyromonas gingivalis más frecuentes en pacientes sanos y en pacientes con diferentes estadíos de la enfermedad periodontal con tamaños de muestra calculados,  de tal manera que los resultados puedan ser extrapolados  a la población colombiana. 

Actualmente el grupo de investigación de medicina periodontal de la Escuela de odontología de la Universidad del Valle, se encuentra realizando un estudio en el cual se pretende realizar la genotipificación del gen fimA de Porphyromonas gingivalis en pacientes sanos, con gingivitis y periodontitis de la ciudad de Cali.

IMPORTANCIA CLÍNICA EN LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

Porphyromonas gingivalis es uno de los principales microorganismos implicados en la periodontitis crónica y agresiva. En Colombia, según un estudio multicentrico de Lafaurie y col. En 2007 (33), se encontró una prevalencia del 71.5% del microorganismo en una muestra de 325 pacientes con periodontitis crónica y 14.5% en una muestra de 137 pacientes sanos y con gingivitis.

La importancia de identificar aquellos genotipos más agresivos de Porphyromonas gingivalis puede conllevar en el futuro a desarrollar nuevas terapéuticas conducentes a la eliminación de éste patógeno, considerado como uno de los principales factores etiológicos de la enfermedad periodontal.

Teniendo en cuenta que este microorganismo tiene una gran habilidad para invadir las células epiteliales y fibroblastos,  In Vitro (34, 35) la terapia mecánica convencional de raspaje y alisado no garantiza la total erradicación del mismo, por lo tanto se ha recomendado complementar esta terapia con antibióticos sistémicos, sin embargo en nuestro medio el alto consumo de antibióticos y la auto – medicación, conduce a una alta resistencia a los antibióticos, lo cual influye en el resultado de este tipo de terapias (36).   
Por lo tanto se puede pensar en alternativas como la inmunoprofilaxis o inmunoterapia utilizando proteínas blanco importantes para la virulencia del microorganismo, como la fimbrillina tipo II y IV, considerando estas dos como las más agresivas de acuerdo a los resultados encontrados en los estudios antes referenciados.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta que Porphyromonas gingivalis es uno de los principales microorganismos implicados en las periodontitis crónica y agresiva, y considerando las fimbrias como uno de sus principales factores de virulencia, se hace importante conocer los diferentes genotipos del gen fimA y su distribución y prevalencia  en la población mundial.

En los diferentes estudios reportados en la literatura se puede observar esta distribución, donde el genotipo fimA II es el más frecuentemente encontrado en los pacientes con periodontitis, mientras que en los pacientes sanos el genotipo más frecuente es el fimA I. Esto podría explicar que existen cepas más virulentas que otras y que por esta razón, algunos pacientes  pueden ser positivos para Porphyromonas gingivalis y no desarrollan  enfermedad periodontal.

Son pocos los estudios sobre que genotipos de fimA de Porphyromonas gingivalis  pueden estar relacionados con complicaciones sistémicas atribuidas a la diseminación de la bacteria vía bacteremia, Nakano y col. En 2008 (1) analizaron especímenes cardiovasculares extraídos de pacientes con periodontitis y encontraron una prevalencia de los genotipos fimA II y fimA IV de 30% y 45% respectivamente. En Colombia Perez y col. En 2009 (30) encontraron los genotipos fimAII, fimAIV, fimAIb y fimAIII de Porphyromonas gingivalis aislada de muestras de sangre de pacientes sometidos a cirugía periodontal, confirmando la bacteremia. 

Se recomienda realizar estudios en Colombia para determinar cuál es la frecuencia y distribución de los genotipos de fimA de Porphyromonas gingivalis en esta población para determinar las cepas más virulentas de la misma para realizar prevención primaria y secundaria y en el futuro realizar investigaciones que utilicen proteínas blanco como la fimbrillina para inmunoprofilaxis o inmunoterapias que conduzcan a la eliminación de éste patógeno de la microbiota subgingival.
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Figura 1. Colonia de P. gingivalis cultivada en agar sangre. Se observan de color negro por su capacidad de captar hierro del medio de cultivo. 
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Figura 2. Distribución Geográfica de las poblaciones mundiales donde se han realizado estudios de Genotipificación del gen fimA de Porphyromonas gingivalis.

	
	Tabla 1. Frecuencias de genotipos de fimA de Porphyromonas gingivalis en pacientes con periodontitis en  diferentes poblaciones mundiales.

	Estudios/Países
	Número

muestra
	fimA I
	fimA Ib
	fimA II
	fimA III
	fimA IV
	fimA V

	JAPÓN

Amano et al. 1999
	93
	5.4%
	Nd
	58.9%
	6.8%
	12.3%
	Nd

	JAPÓN

Amano et al. 2000
	139
	6.7%
	Nd
	66.1%
	5.8%
	28.9%
	17.4%

	JAPÓN

Nakagawa et al 2002
	192
	Nd
	13.5%
	47.4%
	Nd
	12.5%
	Nd

	CHINA

Guo et al 2005
	101
	24.7%
	Nd
	43.8%
	15.7%
	40.4%
	3.4%

	CHINA

Wu et al 2006
	101
	Nd
	Nd
	43.8%
	Nd
	40.4%
	Nd

	CHINA

Zhao et al 2007
	115
	Nd
	20.2%
	43.6%
	Nd
	30.9%
	Nd

	ALEMANIA

Beikler et al 2003
	203
	25.5%
	Nd
	38.2%
	4.9%
	18.6%
	3.9%

	Japón, Estados Unidos, Indonesia, Canadá, Suiza, Noruega, Suecia, Kenia, Alemania y Francia
Enersen et al. 2008
	38
	3.7%
	4.9%
	34.1%
	9.8%
	20.7%
	Nd

	BRASIL

Misailidis et al. 2004
	57
	Nd
	24.4%
	39.3%
	Nd
	Nd
	Nd

	BRASIL

Texeira et al 2009
	180
	Nd
	Nd
	28%
	Nd
	69.6%
	Nd

	MEXICO

Davila et al 2007
	50
	12%
	20%
	16%
	4%
	4%
	Nd

	CHILE

Abusleme et al 2009
	10
	32.2%
	Nd
	48.3%
	16.1%
	3.2%
	Nd

	COLOMBIA

Perez et al 2009
	15
	6.6%
	16.6%
	53.3%
	10%
	13.3%
	Nd


Tabla 1. Se presentan las frecuencias de los genotipos de fimA de Porphyromonas gingivalis en pacientes con periodontitis en los diferentes países estudiados por varios autores. Se destaca la alta prevalencia de los genotipos fimA II seguido por fimA IV. (Nd) No determinado.

	
	Tabla 2. Matriz de distancias entre la frecuencia de fimA II y fimA IV entre poblaciones mundiales 

basada en la distancia euclídea al cuadrado

	Muestras
	Japón 1999
	Japón 2000
	Japón 2002
	China 2005
	China 2006
	China 2007
	Alemania 2003
	Brasil 2004
	Brasil 2009
	México 2007
	Chile

2009
	Colombia 2009

	Japón 1999
	.000
	.929
	.409
	2.909
	2.909
	1.690
	1.436
	2.099
	19.791
	5.884
	.579
	.100

	Japón 2000
	
	.000
	1.832
	1.907
	1.907
	1.577
	2.704
	3.355
	18.022
	9.493
	2.823
	1.186

	Japón 2002
	
	
	.000
	2.213
	2.213
	.990
	.366
	.735
	15.966
	3.251
	.244
	.109

	China 2005
	
	
	
	.000
	.000
	.252
	1.423
	1.374
	8.237
	6.088
	3.925
	2.329

	China 2006
	
	
	
	
	.000
	.252
	1.423
	1.374
	8.237
	6.088
	3.925
	2.329

	China 2007
	
	
	
	
	
	.000
	.512
	.569
	9.984
	4.375
	2.210
	1.156

	Alemania 2003
	
	
	
	
	
	
	.000
	.064
	11.706
	2.119
	.977
	.784

	Brasil 2004
	
	
	
	
	
	
	
	.000
	10.211
	1.792
	1.478
	1.293

	Brasil 2009
	
	
	
	
	
	
	
	
	.000
	12.775
	19.437
	17.540

	México 2007
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	.000
	3.228
	4.544

	Chile 2009
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	.000
	.362

	Colombia 2009
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	.000

	Matriz de distancias realizada con base en la similaridad de la frecuencia de los genotipos fimA II y fimA IV de Porphyromonas gingivalis en varias poblaciones mundiales a partir de la clasificación de conglomerados jerárquicos mediante la distancia Euclidea al cuadrado. Los valores numéricos en la tabla hacen referencia a la distancia que existe entre las poblaciones en una escala de 0 a 25 que mide la distancia Euclidea al cuadrado, según estas frecuencias. Por ejemplo la distancia entre Mexico 2007 y Colombia 2009 es de 4,544.
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Figura 3. Dendograma, usando el método de Ward, derivado de la matriz de distancias entre la frecuencia de fim A II y fim A IV de poblaciones mundiales basada en la distancia euclídea al cuadrado. Arriba se muestra la escala que va de 0 a 25 para medir la distancia Euclidea al cuadrado.

PAGE  
2

