26

‘ REVISTA INNOVACION ODONTOLOGICA - PR

MICROBIOLOGIA ORAL

Diversidad de bacterias cariogénicas a través del microbioma
y la metagendémica oral. Articulo de revisién

Ratl Eduardo Rivera Quiroga

Bidlogo, Magister en ciencias Biomédicas, estudiante de Doctorado en Ciencias Biomédicas.
Profesor Facultad de Odontologia. Universidad Antonio Narifio, sede Circasia.

rriveraquiroga@uan.edu.co
Resumen

Desde el aislamiento en 1920 de Streptococcus
mutans a partir de lesiones cariosas, ademas de
sus caracteristicas bioquimicas y microbiolégicas,
ha sido catalogado como el agente etiolégico de
esta patologia oral. Sin embargo, el desarrollo de
nuevas tecnologias de andlisis y secuenciacién de
ADN y la disponibilidad y facil acceso a diferentes
bases de datos que albergan esta informacidn, han
abierto una nueva mirada hacia lo que se conoce
actualmente como el microbioma oral humano, el
cual se ha estudiado en la busqueda y caracteriza-
cién de la diversidad microbiana en individuos con
y sin caries, evidenciando la existencia de otras
bacterianas poco estudiadas como Veillonella y Bi-
fidobacterium, que pueden ser patdégenos de gran
importancia en la progresion de la caries dental.
Por tal motivo, esta corta revision pretende brindar
una mirada general y actual de la diversidad de
bacterias cariogénicas identificadas mediante al
analisis del microbioma oral.

Palabras clave: Caries dental, Microbioma oral,
Metagendmica oral.

Introduccion

La caries dental es considerada una enfermedad
de alta prevalencia en humanos, afecta entre el 80
y 90% de la poblacién mundial y entre un 60 y 90
% de los nifnos, pero a pesar del desarrollo sigue
sin tratarse debido a diversos factores, tales como
un inadecuado o limitado acceso a los servicios de
atencién de la salud oral, entre otros. En general,
las tasas son mds altas en los paises de ingresos
medios, donde el consumo de azicar va en au-
mento, mientras que el acceso a la prevencién y la
atencion es bajo (1). En relacién a la patobiologia
de esta enfermedad, se conoce que es generada por
bacterias con capacidad de producir dcidos como
producto de su metabolismo a través de la fer-
mentacion de azticares en un huésped susceptible,

factores interrelacionados por primera vez por Paul
Keyes y modificado por Newbrun quien adicioné el
factor tiempo a este modelo (2).

La bacteria acidogénica considerada como el prin-
cipal agente etioldgico de la caries es el Strepto-
coccus mutans (3) debido a su habilidad de adhe-
rirse a la superficie dental mediante la produccién
de polisacdridos a partir de la sacarosa, ademas
de fermentar esta sacarosa y otros azticares a aci-
dos que atacan el esmalte dental (4). Debido a la
representatividad de la placa dental como un eco-
sistema microbiano en el cual estan involucradas
otra gran cantidad de bacterias no-mutans, se
han caracterizado estas comunidades gracias a la
utilizacién de herramientas de biologia molecular,
permitiendo desarrollar el estudio del microbioma
oral humano para la identificacién de bacterias
cultivables y no cultivables a través de la secuen-
ciacién de ADN (5,6), lo que ha brindado un cono-
cimiento mds profundo de la diversidad de bacte-
rias que constituyen la microflora oral y aquellas
de estan relacionadas con la presencia de caries
y otras enfermedades de origen dental. Ademas,
se ha mejorado en el conocimiento acerca de los
factores de virulencia de estos microorganismos.
Por lo anterior, esta corta revisién pretende brindar
una mirada general y actual de la diversidad de
bacterias cariogénicas identificadas mediante al
analisis del microbioma oral.

1. Herramientas moleculares para el estu-
dio del microbioma oral

Actualmente los métodos y técnicas moleculares
disponibles para el andlisis y secuenciacién de ADN
han llevado a la obtencién de una gran cantidad
de datos genémicos que permiten el conocimiento
y estudio de los microorganismos, ademds de su
relacién con el hospedero humano; estos métodos
de andlisis de microbiota humana iniciaron con

Innovacién en Odontologia - Universidad Antonio Narifio

27/02/17 8:26 p.m. ‘



métodos convencionales a partir del cultivo y la
observacién directa de los microorganismos, pero
actualmente estan siendo mas utilizados métodos
genéticos o moleculares basados en la clonacién,
amplificacién y secuenciacién de ADN (7). Estos
han llevado a la creacién de bases que almacenan
datos de secuencias de nucledtidos, proteinas, es-
tructuras de proteinas, genomas, bibliografia, ta-
xonomia, metabolismo, factores de transcripcion,
entre otros; siendo las principales bases de datos
de secuencias de nucleétidos el NCBI, National
Center for Biotechnology Information (http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/) (EEUU); el ENA, The Eu-
ropean Nucleotide Archive (http://www.ebi.ac.uk/
ena) (EUROPA) y el DDCJ, DNA Data Bank of Ja-
pan (http://www.ddbj.nig.ac.jp/) (Japén). El estudio
de una gran cantidad de datos de secuencias y el
interés en su andlisis llego a las ciencias odonto-
l6gicas, convirtiendo el microbioma oral humano
en una de las microfloras humanas mejor estudia-
das, por lo cual en 2010 se cred “The Human Oral
Microbiome Database (HOMD)” (http://www.homd.
org), una base de datos que recopila toda la in-
formacién genética y taxondémica de las bacterias
orales caracterizadas por secuenciacién de ADN
(6). Diferentes técnicas de biologia molecular han
sido utilizadas para la identificacién y caracteriza-
cién del microbioma oral, por ejemplo el Polimor-
fismo de Longitud en Fragmentos de Restriccién
(RFLP amplificacion aleatoria de ADN polimdrfico
(RPAD), la electroforesis en gel con gradiente des-
naturalizante (DGGE), la reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (qQPCR), los microarre-
glos y la técnica de hibridizacién Checkerboard.
Sin embargo, recientemente se han desarrollado
tecnologias de secuenciacién de alto rendimiento
o0 “high throughput sequencing”, que han abierto
una nueva era en la exploracién de la biodiversi-
dad de las comunidades de bacterias orales y que
consiste en la obtencién de librerias de amplicones
generados por la amplificacion universal de por-
ciones del gen 16s de ARN ribosomal (16s ARNY),
un gen conservado en todas la bacterias que pre-
senta pequefios sitios de variacién que son utili-
zados para la identificacién y clasificacién de los
diferentes géneros bacterianos (8), la secuencias
obtenidas se alinean y se agrupan por similitud en
unidades taxondmicas operacionales (OTUs) (9),
utilizando diferentes programas como Ribosomal
Database Prgject (RDP) para la seleccién y clasi-
ficacién de las secuencias 16s ARNr, Metagenome
Analyzer (MEGAN) para determinar la abundan-
cia de microorganismos, MetaCV para la identifi-
cacién de grupos funcionales y taxonémicos y los
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OTUs obtenidos se analizan con algunos servido-
res como Metagenomics Rapid Annotation using
Subsystem Technology (MG-RAST) (10). Esta se-
cuencia de pasos metodoldgicos ha sido utilizada
en los estudios de microbioma oral (figura 1); en-
tendiéndose por microbioma como el conjunto de
genes y genomas de la microbiota al igual que sus
productos en el huésped, y que dependiendo de la
informacién de que pretenda obtener del estudio
del microbioma oral se puede analizar la micro-
biota que se enfoca principalmente el estudio de
genes de ARN ribosomal para la identificacion ta-
xondémica de los microorganismos presentes en la
cavidad oral; o por otro lado se puede estudiar el
metagenoma oral en el cual se incluye el estudio
de los genes y genomas de la microbiota, incluyen-
do plasmidos, destacando el potencial genético de
la poblacién (11).

2. Bacterias cariogénicas identificadas por
analisis de la microbiota oral

Hace mas de una década los avances de técnicas
moleculares han despertado el interés por conocer
la diversidad genética y fisioldgica de la microbio-
ta que estd asociada a los diferentes nichos eco-
l6gicos que se encuentran en el cuerpo humano
(12). El microbioma oral esta constituido por mds
de 600 taxa o grupos taxondémicos y aproximada-
mente el 65,6% de estos ya han sido cultivados, lo
que es llamativo debido a que en algunos nichos
naturales menos del 1% han podido ser cultivados;
los 6 principales Paylum bacterianos de la cavidad
oral que constituyen cerca del 96% del microbioma
son Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Actinobacteria, Spirochaetes, y Fusobacteria y el
restante 4% Euryarchaeota, Chlamydia, Chloro-
lexi, SR1, Synergistetes, Tenericutes y TM7 (5).
Dentro de la microbiota asociada al desarrollo de
procesos cariogénicos, el agente etiolégico mas
relacionado es el Streptococus mutans, el cual
ha sido la bacteria mds frecuentemente aislada
en pacientes con caries y del que se han encon-
trado 4 serotipos (c/e/f/k) siendo el serotipo C el
mds frecuente en cavidad oral y el serotipo k uno
de los menos frecuentes (menos del 5%) pero que
se ha relacionado con enfermedad cardiovascular
(13-15). Sin embargo, diferentes estudios basados
en la amplificacién y secuenciacion del 16s ARNr
de individuos con caries y sin caries, han determi-
nado que existen otras especies asociadas a esta
patologia como Actinomyces gerencseriae, Bii-
dobacterium, Veillonella, S. salivarius, S. cons-
tellatus, S. parasanguinis, y Lactobacillus_fer-
mentum, sugiriendo ademas que A. gerencseriae
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y otras especies de Actinomyces pueden tener un
papel importante en el inicio de la caries y que Bi-
Idobacterium puede ser una de las bacterias mas
importantes en la progresién de la caries debido a
que es muy frecuente en lesiones cariosas cavita-
cionales y profundas (16). También se ha determi-
nado que entre sujetos con caries radicular existe
una gran variacién de los perfiles de bacterias, Sin
embargo predominan S. mutans, lactobacilli, Ac-
tinomyces, Atopobium, Olsenella, Pseudorami-
bacter, Propionibacterium, y Selenomonas (17).
Estos analisis han permitido relacionar un nticleo
bacteriano con pacientes sanos Delftia acidovo-
rans, Bacteroidetes [G-2] sp., Lachnospiraceae
[G-3] sp., y Prevotella intermedia, al igual que
con pacientes con caries radicular siendo la es-
pecie mds predominante Lactobacillus crispatus
(18)(figura 2)

Por otro lado, en las cavidades de la dentina de
dientes molares se han reportado altas frecuencias
de Neisseria, Lactobacillus, Megasphaera, y Ro-
thia, mientras en lesiones cariosas no cavitaciona-
les del esmalte pueden predominar Haemophilus
y Gemella (19). Recientemente se realiz6 un estu-
dio para explorar la composicién de la microbiota
de la saliva de 2,343 mediante analisis de secuen-
ciacién de alto rendimiento del 16s ARNt, encon-
trando 550 OTUs entre los cuales se encuentra
especies como Streptococcus mitis, Streptococcus
salivarius, Granulicatella adiacens, Neisseria
lavescens, Rothia mucilaginosa, Prevotella me-
laninogenica, Porphyromonas gingivalis, Tan-
nerella_forsythia, Prevotella intermedia, Trepo-
nema denticola, Filifactor alocis y Streptococcus
mutans. Adicionalmente, un analisis de regresion
multiple determino que individuos jévenes, hom-
bres y ciertas condiciones orales actuales de los
individuos como presencia de dientes, bolsas pe-
riodontales, sangrado gingival, estan significati-
vamente asociadas a una mayor diversidad filo-
genética y por el contrario los individuos mayores,
la higiene oral, los dientes perdidos y fumadores
estan asociados a una menor diversidad (20). Es-
tos resultados ademas de presentar la diversidad
de bacterias encontradas en la cavidad oral, entre
las cuales hay bacterias cariogénicas y periodon-
topatdgenas, sugiere una relacion con ciertas con-
diciones especificas de la boca y del paciente como
edad y habitos, sin embargo, para profundizar en
el estudio de la microbiologia de las enfermedades
orales, se ha propuesto que las muestras de saliva
no son apropiadas ya que no son representativas
de la diversidad bacteriana localizada en los sitios

especificos de la enfermedad, debido a que como se
muestra en la figura 3, cuando se analiza la saliva,
la placa dental y lesiones cariosas del mismo indi-
viduo; la composicién microbiana de la lesién del
esmalte es predominada por Veillonella, Fusobac-
terium y Porphyromonas, mientras en la saliva
del mismo individuo Streptococcus, Neisseria, y
Prevotella son los géneros que se encuentran en
mayor proporcién y aunque las muestras de placa
dental son muy similares en la composicién bacte-
riana a las encontradas en las respectivas lesiones
cariosas hay una gran variacién en la proporcién
de los géneros microbianos como una consecuen-
cia de ser un nicho mas especializado (19).

Dicha observacién de secuencias de ADN, ademas
de profundizar en el conocimiento de la diversi-
dad microbiana, en relacién a la biisqueda de las
bacterias patogénicas asociadas a enfermedades
orales, también ha permitido explorar la posibili-
dad de que el andlisis del microbioma de la saliva
sea un potencial indicador diagnostico de varias
enfermedades o si tiene asociacién con bacterie-
mias, enfermedades cardiovasculares o funciones
cognitivas, teniendo en cuenta que la cavidad oral
puede ser la via de entrada de muchos agentes in-
fecciosos (14, 21, 22); ademds de que se ha logra-
do encontrar nuevas especies que parecen ser un
factor protector contra la caries como es el caso
del streptococcus dentisani aislado de individuos
sin historial de caries, caracterizado a nivel mor-
folégico, bioquimico y molecular y propuesto en el
2014 como un especie nueva, la cual parece tener
un efecto sobre la inhibicién del crecimiento de S.
mutans (23).

3. Anadlisis metagenémico de bacterias ca-
riogénicas

Sin embargo, el analisis metagendmico de comu-
nidades microbianas es un método que potencial-
mente permite el analisis completo de los genomas
encontrados en un nicho determinado, también
es utilizado para el andlisis de la microbiota (7),
asociando algunos géneros bacterianos con la ca-
ries como Dialister, Oligotropha, Basla, Parvi-
baculum, Syntrophus o Treponema y otros a la
ausencia de caries Neisseria, Cardiobacterium,
Rothia, Kingella, Aggregatibacter o Mannhei-
mia, encontrando interesante el hecho de que el
género Strsptococcus en el cual se incluye el S.
mutans no fue relacionado mediante analisis de
correspondencia con alguno de los grupos (24);
siendo este ultimo hallazgo coherente con otros
investigadores los cuales explican que con los da-
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tos del metagenoma oral y estudios pioneros de
secuenciacién de ADN no han amplificado ADN de
S. mutans en cavidades, sugiriendo que otros gé-
neros bacterianos como Lactobacillus, Actinomy-
ces o Bildobacterium y algunos poco estudiados
como, Propionibacterium, Atopobium y Veillo-
nella, siendo esta ultima predominante en todas
las fases de progresion de la caries y de la cual se
ha determinado que produce una mayor cantidad
de acido en presencia de S. mutans, lo que ha lle-
vado a pensar en un efecto sinérgico entre estas
dos especies. En adicién a lo anterior, se ha encon-
trado que las comunidades bacterianas de indivi-
duos que nunca ha sufrido de caries dental poseen
una sobrerrepresentacién de categorias funciona-
les como genes para péptidos antimicrobianos y
Quorum sensing; varias cepas pertenecientes a
estas bacterias dominantes en individuos sanos se
cultivaron y han demostrado que inhibe el creci-
miento de bacterias cariogénicas, lo que sugiere el
uso de estos comensal cepas bacterianas como los
probidticos para promover la salud oral y prevenir
la caries dental (25).

Con el anélisis metagendmico se han logrado iden-
tificar vias metabdlicas especificas y genes asocia-
dos a enfermedades orales y a individuos sanos en
quienes se han identificado vias que incluyen la
biosintesis de acidos graso, metabolismo del as-
partato y del glicerol-3-fosfato, que han sido repor-
tados como factores protectores. También se han
encontrado genes involucrados en el metabolismo
de la homoserina, una molécula de sefializacién
para el Quorum sensing que parece estar activa
en individuos sanos, genes para la fermentacién
de acidos en muestras de caries activas; por tan-
to desde la metagendmica se sugiere que existen
vias metabdlicas particulares y genes especificos
asociados a las enfermedades orales, pero que re-
quieren mas investigaciones para confirmar estas
aseveraciones, ademas de que algunos de estos ge-
nes podrian llegar a ser marcadores diagndsticos
para analisis clinicos (8). Finalmente, una de las
aplicaciones resientes del metagenoma oral se en-
foca en las investigaciones del resistoma oral que
tiene que ver con la aparicion de resistencias a los
antibidticos en bacterias comensales y patdgenas
de la cavidad oral, ademds de la transferencia ho-
rizontal de genes de resistencia, lo cual tiene unas
fuertes implicaciones clinicas (26).

Conclusiones

El estudio del microbioma oral ha avanzado sig-
nificativamente en las dltimas décadas gracias al
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desarrollo de técnicas moleculares para el estudio
de secuencias a ADN, al igual que una importan-
te evolucién en las herramientas bioinformaticas
para el almacenamiento, procesamiento y analisis
de grandes cantidades de datos que han permitido
evidenciar la diversidad microbiana que se puede
encontrar en la cavidad oral de individuos sanos y
que ademads se ha podido comparar con individu-
0s con caries u otras patologias orales, llevando a
la caracterizacién de los grupos bacterianos aso-
ciados a dichas patologias. Por otro lado, se han
podido establecer las relaciones que existen en las
comunidades microbianas que se albergan en la
boca, determinando que existen sinergismos entre
algunas bacterias como entre el S. mutans y la
Veillonella_o por el contrario pueden establecer-
se competencias por el nicho ecolégico generando
que unas bacterias puedan desplazar o inhibir el
crecimiento de otras en el caso de S. dentisani
o algunas bacterias comensales de la boca, so-
bre S mutans. Finalmente, la importancia de es-
tos hallazgos no se centran solo en determinar la
abundancia de los grupos bacterianos establecidos
en cavidad oral, también aborda otros contextos
en donde el andlisis metagenémico es protagonis-
ta para la determinacién de factores de virulencia,
el estudio de genes de resistencia a antimicrobia-
nos y la posible relacién de la microbiota oral con
otras enfermedades, lo que evidencia la necesitad
de seguir con estas investigaciones asi como con-
tinuar el uso de estas herramientas para el estudio
de la microbiologia oral humana.
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ANEXQOS:

Figural. Descripcidn generalizada de los pasos para el analisis metagendmico del microbioma oral. Fuente: FDI World Dental Federation.
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Figura 2: mMicrobioma central relacionado en pacientes con caries radicular y sanos. Circulo rojo: especies bacterianas asociadas a individuos sanos. Circulo
amarillo: Especies encontradas en individuos sanos y con caries radicular. Circulo verde: especies encontradas en individuos con caries radicular. Fuente: Ander-
son (2002).
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Figura 3: Composicion bacteriana de diferentes muestras orales del mismo individuo. Cada anillo se corresponde con el ADN extraido de saliva, placa dental
de las superficies dentales, y una lesion cariosa del esmalte, al igual que ARN de la misma lesidn (circulo interior). Tamafio de la fuente esta relacionado con la
proporcién de cada grupo taxonémico en la muestra. Circulo azul externo: muestra de saliva. Circulo verde: muestra de placa dental. Circulo naranja: muestra de
lesion del esmalte. Circulo rojo: muestra de ARN de lesion cariosa. Fuente: Loesche (1986).
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