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ANALISIS DE LA MICROBIOTA ORAL DE DIENTES
PRIMARIOS INFECTADOS POR MEDIO DE
PIROSECUENCIACION

Introduccion:

La relacion de los microorganismos con las patologias pulpares fue establecida en
1894, cuando Miller propuso la hipotesis de que las bacterias son los agentes causales de las
enfermedades de origen endoddntico, debido a que observaba una prevalencia de bacterias
en conductos radiculares asociados con condiciones patoldgicas.®

Los microorganismos de la cavidad bucal se han referido como la microflora oral,
microbiota oral y mas recientemente como el microbioma oral, que fue acufiado por Joshua
Lederberg y significa una comunidad de microorganismos comensales, simbioticos y
patdgenos, que comparten nuestro espacio corporal pero se ignora como pueden ser

determinantes en la salud y en la enfermedad.?

La importancia de los microorganismos en el desarrollo de signos y sintomas
presentes en las afecciones pulpares, es diversa y poco conocida.* Muchos autores han
sefialado que la presencia individual de un microorganismo especifico puede llegar a
determinar la existencia de signos y sintomas.>® Sin embargo, otros defienden que la
asociacion de varios microorganismos, a través de la creacion de complejos microbianos,
pueden ser los responsables del desarrollo de signos y sintomas presentes en las
enfermedades pulpares, y dependiendo del microorganismo presente seran los signos y

sintomas, asi como la gravedad de la patologia pulpar o perirradicular.’

En los conductos radiculares existen diferentes tipos de infecciones, y se asocian a

diferentes condiciones clinicas, causando lesiones perirradiculares agudas o crénicas. La



composicion de la microbiota varia en relacion a la infeccion y al tipo de lesion perirradicular,
en general, son infecciones mixtas con predominio de bacterias anaerobias y anaerobias

facultativas.®

El complejo bacteriano, formado por Tannerella forsythia, Porphyromonas
gingivalis y Treponema denticola llamado red complex se cree que puede ser causante de

formas graves de enfermedad periodontal y sintomas de origen endodéntico.®

Las bacterias juegan un rol importante para la instalacion de infecciones pulpares, y
el objetivo de su tratamiento es la eliminacion de las mismas del canal radicular, sin embargo,
en dientes temporales hay muy pocos estudios que identifiquen el tipo de microorganismos
que estan presentes y tomando en cuenta que los microorganismos anaerobios representan el
70% de los microorganismos que habitan en un canal radicular infectado es necesario
identificarlos por medio de métodos moleculares, ya que se ha estimado que tan solo menos
de la mitad de las especies bacterianas de la cavidad oral pueden ser cultivadas por métodos

microbioldgicos de anaerobiosis tradicionales. % % 10

En estudios en dientes temporales se han identificado bacterias de los géneros
Streptococcus, Stafilococcus, Fusobacterias, Pseudomonas, Prevotella y Veionella por
métodos de cultivo tradicionales y en algunos estudios con hibridizacion de DNA se
identificaron: Prevotella Intermedia, Neisseria mucosa, Prevotella Nigrescens y Tannerella
forsythia, sin embargo, el propésito de esos estudios fue identificar microorganismos

esenciales de infecciones endodonticas y la base de datos fue limitada, 111213



Con respecto a los dientes permanentes, se han reportado mas trabajos basados en métodos
moleculares y se han reportado filos como: Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes,
Fusobacteria, Prfoteobacteria, Prevotella, Actinomices y Espiroquetas. En estudios donde
se utilizé el método de pirosecuenciacion en dientes permanentes se encontraron
principalmente filos de Bacteroidetes y epsecies de Prevotella, Propionobacterium,
Phyramidobacter, Fusobacterium y Phorphyromonas'#*>® Rocas y col. Encuentran que
de las 6 OTUS mas abundantes 4 pertenecen al género de Lactobacillus y otras dos al
género Olsenella y Pseudoramibacter. */

Por lo que proponemos realizar una identificacién de microorganismos en infecciones
pulpares de dientes temporales ya que no existe mucha informacion al respecto, el conocer
dichos microorganismos nos ayudara a modificar el tratamiento utilizado actualmente para
erradicar las infecciones pulpares y la antibioticoterapia empleada, el tratamiento de
pulpectomia en dientes temporales es un tratamiento de rutina y el propdsito del estudio es
identificar los microorganismos en dientes temporales con infeccidbn por métodos
moleculares, con la finalidad de mejorar la terautica hasta ahora utilizada y evitar posibles

fracasos del tratamiento.



Materiales y métodos:

El protocolo de investigacion fue aprobado por el comité de ética de la Facultad de
Estomatologia de la Universidad Autonoma de San Luis Potosi. Se incluyeron 13 molares
temporales inferiores correspondientes a 13 pacientes con edades entre 4 y 7 afios de edad
que acudieron al posgrado de Estomatologia Pediatrica de la Universidad Auténoma de San
Luis Potosi. Los padres firmaron un consentimiento informado y se les tomd una radiografia
control para verificar que la raiz tuviera 2/3 partes de su formacion. Los pacientes que
tomaron antibidtico 1 mes antes del procedimiento, o que padecieran alguna enfermedad
sistémica fueron descartados (tabla 1).

Los molares fueron aislados con dique de hule y se desinfectd el campo operatorio con
perdxido de hidrégeno al 30% por un minuto, hipoclorito de sodio al 5.25% por un minuto y
tiosulfato de sodio al 10% por otro minuto y se realizé la desinfeccion por triplicado. Se
abrio la camara pulpar con fresa estéril y se lavo con suero estéril, se coloco un sello de
provisit. Posteriormente, se realiz6 nuevamente la desinfeccién por triplicado. Se tomaron
dos muestras control del campo operatorio con un hisopo estéril, una se colocé en agar sangre
de carnero y se incub6 a 37° C por 24 horas y la otra se colocé en 400 uL de buffer de
extraccion de DNA total (ver més abajo) para incluirlo como control negativo. La muestra se
recolectd con una micropipeta estéril haciendo dos lavados de 200 pl con suero estéril y se

coloco en 400 ul de buffer de extraccion de DNA total para almacenarlos a -20 °C.

Pirosecuenciacion:



La pirosecuenciacion o también Ilamada secuenciacidn 454, determina la secuencia de ADN
a gran escala por medio de luminiscencia. Permite secuenciar grandes cantidades de ADN a
un costo menor. Fue desarrollado por Rognaghi y Nygren en 1996 y adquirida por Roche en
2007.

Extraccion de DNA total. A la muestra obtenida se le afiadieron 200ug de perlas de vidrio,
posteriormente 15uL de lizosima 20/mL y se mezcld por agitacion en un vortex, se incubd
por 2 horas a 37° C y se le agregaron SpL de proteinasa K y 50uL de SDS al 20%. Se incub6
nuevamente por 2 horas a 65°C y se mezclé cada 30 minutos. Se afiadié un volumen de
cloroformo y se centrifugd a 13,000rpm por 10 minutos, se recuper6 la fase acuosa y se le
afiadié 1 volumen de isopropanol al 70% para incubarse a -20°C durante toda la noche. Se
centrifugd a 13000 rpm por 20 minutos, se elimind el sobrenadante y se lavo con 750puL de
etanol al 70%, se centrifugd nuevamente pero ahora por 5 minutos, se elimin6 el etanol y se
dejo6 secar. Por ultimo, se resuspendio la pastilla de DNA en 20 pL de agua inyectable estéril.
La pirosecuenciacion del trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio Nacional de Gendmicas

para la Biodiversidad (LANGEBIO).

Reaccion en cadena de la polimerasa. Cada reaccion de PCR se realizd 0.3uL de los
oligonucleotidos universales para 16S rDNA, 533F y 1391R con una concentracion inicial
de 10uM (tabla 1), cada PCR se carg6 con 0.3uL de cada oligonucleétido, 2.5ul de MgCI2
a una concentracion inicial de 25mM, 0.125 U de Go Taq de Promega, 14.4uL de Agua
bidestilada estéril, 0.4uL de dNTPs a una concentracién inicial de 10mM. Se utilizé un
termociclador (Applied Biosystems). El programa de PCR fue el siguiente: Inicialmente se
llevo a una temperatura de desnaturalizacion a 95° C por 5 min, 40 ciclos con una temperatura

de desnaturalizacion a 95° C por 30 segundos, alineacion a 60° C por 30 segundos, elongacion



a 72° C por un 1 minuto y finalmente a 72° C por 7 minutos. Se incluy¢ el control negativo,
el segundo control se utilizé en la caga agar sangre de carnero. Los productos del PCR se
visualizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1% y posteriormente se llevo a cabo
una reamplificacion con oligonucledtidos firma, utilizando oligonucleétido forward distinto
(tabla 1) y uno universal para cada muestra. Se realiz6 una purificacion del amplicén con el
siguiente protocolo: Se centrifugaron por medio minuto las muestras y se les agreg6 un
volumen de buffer anion para después incubarse a temperatura ambiente por un minuto, se
centrifugaron nuevamente las muestras a 14,000 rpm por un minuto y se lavaron con 700uL
de buffer de lavado, posteriormente se vuelven a centrifugar a 14,000 rpm por otro minuto y
se lavaron con 500uL de buffer para realizar nuevamente otro centrifugado por 5 minutos, se
eluye con 50puL de agua y se centrifugaron nuevamente por un minuto, posteriormente se
realizé lo mismo por duplicado pero con 20uL de agua Yy se cuantificaron las muestras en un

espectrofotometro Nanodrop.

Se realizo la secuenciacion por medio de pirosecuenciacion utilizando un equipo 454 de

Roche.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes:

Paciente | Género | Edad | Organo | Caries | Superficie | Absceso | Dolor

dentario




1 F 6 85 Si Amalgama Si Si
2 F 6 85 Si Cerrada No No
3 F 5 84 Si Cerrada Si Si
4 F 7 84 Si Cerrada Si No
5 M 7 75 Si Cavidad Si Si
6 M 4 75 Si Cavidad No No
7 M 4 75 Si Cavidad No No
8 M 7 74 Si Cerrada Si Si
9 M 7 85 Si Cerrada No Si
10 M 5 84 Si Cavidad No Si
11 M 7 85 Si Amalgama Si Si
12 F 4 85 Si Cerrada No Si
13 F 4 74 Si cerrada Si Si

Tabla 1: en ésta tabla se muestran el total de muestras y las caracteristicas clinicas que tenia

el paciente cuando llegd.

Tabla 2. Oligonucléotidos utilizado.

Primer Secuencia( 5-3") Referencia
Weisburg et
533F GTGCCAGCAGCCGCGGTAA al. 1991
Turner et al.
1491R GACGGGCGGTGTGRCA 1999
F1 16S USI1S5F |ccatctcatcectgegtgtetccgactcagacgagtgegtgtgecagemgecgeggtaa




F2 16S US15F | ccatctcatcectgegtgtetccgactcagacgetcgacagtgecagemgecgeggtaa

F3 16S US15F | ccatctcatcectgegtgtetcegactcagagacgeactegtgecagemgecgeggtaa

F4 16S US5S15F |ccatctcatcectgegtgtetccgactcagageactgtaggtgeccagemgecgeggtaa

F5 16S US5S15F | ccatctcatcectgegtgtetccgactcagatcagacacggtgeccagemgecgeggtaa

F6 16S US15F |ccatctcatcectgegtgtetccgactcagatatcgegaggtgeccagemgeegeggtaa

F7 16S US5S15F |ccatctcatcectgegtgtetccgactcagegtgtetctagtgccagemgecgeggtaa

F8 16S USI1S5F | ccatctcatcectgegtgtctecgactcagetegegtgtegtgccagemgeegeggtaa

F9 16S US15F | ccatctcatcectgegtgtctccgactcagtagtatcagegtgeccagemgecgeggtaa

F10 _16S_US515F | ccatctcatcectgegtgteteccgactecagtetetatgeggtgecagemgecgeggtaa

F11 16S USI1SF | ccatctecatcectgegtgtetccgactcagtgatacgtetgtgccagemgecgeggtaa

F12 16S US515F | ccatctcatcectgegtgtetccgactcagtactgagetagtgeccagemgecgeggtaa

F13 16S_US5I15F | ccatctcatcectgegtgtctccgactcageatagtagtggtgccagemgecgeggtaa

F14 16S USISF | ccatctecatcectgegtgtetccgactcagegagagatacgtgecagemgecgeggtaa

R1 16S _E1406R | cctatccectgtgtgecttggeagtetcaggacgggeggtgwgtrca

TABLA 2. Los oligonucéotidos firma se componen de una secuencia especifica, seguida de
de la secuencia firma variable en cada oligonucléotido y terminando con la secuencia del

oligonucléotido universal.

Andlisis de la diversidad microbioldgica.

Se convirtieron los datos a formato FASTA y FASTQ para su procesamiento.

RESULTADOS:



Se llevo a cabo la pirosecuenciacion de 13 muestras de dientes temporales inferiores
con infeccion pulpar, los datos fueron preprocesados y separados segun su codigo de barras
usado en cada muestra, posteriormente se compararon con la base de datos de rDNA
16Smicrobial del NCBI.

En total se tenian 8 carriles con las 13 muestras para un total de 27,467 secuencias con una
longitud promedio de 992 bases (minimo=110, méaximo =1,774) y se asignaron
correctamente a su codigo de barras las 27,467 es decir el 100% de las secuencias.

El 94.2% de las secuencias fueron asignadas a una muestra, 24,394 (88.8%) de las secuencias
fueron asignadas a un taxa.

Se detectaron en total 486 especies y 235 géneros aproximadamente, en algunos casos no se
pudo determinar con precision la especie. En la tabla 3 observamos el nimero de secuencias

por muestra, asi como las que tuvieron hit y las que no.



Tabla 3: Secuencias por muestra.

CONHIT
MUESTRA| TOTAL (%) SIN HIT (%)
1 1217 | 1164 (95.6%)| 53 (4.4%)
2 1543|1498 (97.1%) | 45 (2.9%)
3 2709|2701 (99.7%)| 8 (0.3%)
4 1271|1239 (97.5%)| 32 (2.5%)
5 2491 | 2485(99.8&)| 6 (0.2%)
6 1685 |1682(99.8%)| 3 (0.2%)
7 2409 | 2404 (99.8%)| 5 (0.2%)
8 1258 | 298 (23.7%) | 960 (76.3%)
9 2397 | 2047 (85.4%) | 350 (14.6%)
10 2867 | 2805 (97.8%)| 62 (2.2%)
11 2445 | 2705 (84.9%) | 370 (15.1%)
12 1550 | 817 (52.7%) | 733 (47.3%)
13 3624 | 3178 (87.7%) | 446 (12.3%)

Tabla 3: se observa el total de muestras y las secuencias que se obtuvieron de cada muestra,

asi como las que se amplificaron y las que no.




Poblacion bacteriana.

Se identificaron 9 phylos en las 13 muestras utilizando el software Mothur (fig. 1).
Los mas abundantes fueron los bacteroidetes con 35.15%, seguidos de los firmicutes con
33.30% v las fusobacterias con 10.05%. En menor cantidad se encontraron las actinobacterias
con un 13.55%, proteobacterias con 6.28%, espiroquetas con 0.30%, sinergistas con 0.05%
y por ultimo las cianobacterias con tan solo 0.025%, y bacterias no clasificadas con un 1.20%.
En el nivel de género se encontraron 235, de los cuales los mas abundantes fueron Prevotella,
Lactobacillus, y Veionella. (fig 2). En el nivel de especie se encontraron 486 especies las
mas abundantes fueron Prevotella oris, Prevotella nigrescens, Prevotella

multisaccharivorax, Veionella y estreptococos (fig. 3)
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Figura 1. Filos encontrados. Se muestran los diferentes filos encontrados en cada una de

las muestras, ejemplificada de manera vertical y del lado izquierdo observamos el porcentaje

que abarca cada microorganismo.
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Figura 2. Se muestran los géneros que se encontraron con mayor abundancia en cada muestra

especificado como numero de paciente, y del lado derecho observamos por medio del color

a gue microorganismo pertenece, asi como su porcentaje, donde observamos que el mas

abundante es el género de prevotella.

Comparando las muestras entre si para verificar comunidades similares se realizd6 un

dendograma. Se encontraron muestras muy similares entre si como lanumérolyla3ola5s

ified



y la 7, la muestra menos compatible con el resto fue la nmero 8 , sin embargo todas las
muestras muestran cierta similitud en cuanto a comunidades bacterianas y no hubo
diferencias significativas entre todas las muestras (fig. 4)

Se tomaron los primeros 50 géneros y se realiz6 una grafica donde se observan los que estan
presentes en la totalidad de las muestras, y se muestran por orden descendente los que se
encuentran en mayor cantidad donde siguen predominando la Prevotella, Vaionella y

Fusobacterium, que se encuentran en la totalidad de las muestras y en mayor cantidad (fig.
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FIGURA 3. PRINCIPALES GENEROS Y ESPECIES ENCONTRADOS. Podemos
observar un arbol filogenético, con la finalidad de observar los géneros y especies mas
representativas por muestra, pasando por el phylo, clase y familia, de las mismas. De manera
horizontal se observa el phylo, clase, familia, género y especie. Siendo los mas abundantes
en cuanto a género la prevotella, lactobacilos, veionella y proteobacterias. Y de especies la
prevotella nigrescens, prevotella multisaccharivorax, prevotella oris, estrepctococos y

veionella. Y de manera vertical en la parte de abajo observamos por muestra la abundancia



de las especies, donde cada muestra esta representada por un color diferente y su asociacion

con la especie anotada del lado derecho.
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Figura 3. Dendograma de similitudes. donde se observa la similitud entre muestras, con la
finalidad de verificar cuantas muestras son distintas entre si y cuales comparten
caracteristicas bacterianas similares. De el lado derecho vemos las diferentes muestras con
colores diferentes cada una y su relacién con las demas, entre mas cercana se encuentre la
llave son mas parecidas entre si, como es el caso de la muestra nimero uno y la nimero tres
que poseen caracteristicas bacterianas muy semejantes. En general no se encontraron

diferencias significativas entre las muestras.
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figura 4. principales 50 géneros encontrados en Ia totalldad de muestras. Se tomaron Ios
primeros 50 géneros mas abundantes que se encontraron con la finalidad de obtener los
microorganismos que se encuentran en todas las muestras y su cantidad por muestra, en la
parte de abajo encontramos los principales 50 géneros encontrados y su relacion con cada
muestra graficada del lado derecho, entre mas oscuro se encuentre marcado mayor cantidad
de microorganismo existe. Podemos observar que la prevotella, veionella fusobacteria,

morococos Yy estreptococos, son los mas abundantes en cuanto a cantidad y son los que se

encuentran en casi todas las muestras.



UNIDADES TAXONOMICAS OPERATIVAS (OTUs)

Las lecturas se agruparon en unidades taxondmicas operacionales (OTU) con una

divergencia del 3%. (fig. 5)

120
100 —— Patientl
— Patient2
- Pat!entB
2 e Patientd
% — Patients
60 M
bt - Patient6
l— -
5 / — Patient7?
E 40 Patients
— Patient9
20 Patient10
Patient11
0 —— Patient12
0 500 1000 1500 2000 2500 —— patient13

# of reads

Figura 5. OTUS



Color Key [ .

Value

il
S
=
_

Actinomyces
Bifidobacterium
Alopobium
Porphyromonas
Alloprevotella
Prevolalla
Prevotella_7
Capnocytophaga
Uncultured.eubacterium WCHB1.69
Lactobacillus
Streptococcus
Pseudoramibacter
Parvimonas
Moryella
Oribacterium
Solobacterium
Dialister
Megasphasra
Veillonella

Fusobacterium
- Leptatrichia

Meissaria
I
=
=
)
&

.

Genera =5%

I'

Treponema_2

Patients
Patient13
Fatient4
Patient12
Patient11
Patient1
Patientd
Patients
Patignt?
Patient2
Patient3
Fatient10

Figura 6. Mapa donde se pueden observar similitudes entre muestras y microorganismos,
del lado derecho observamos el microorganismo, en la parte inferior a que muestra

corresponde y en la parte superior las llaves de similitudes, entre mas oscuro sea el color hay
una mayor cantidad de dicho microorganismo.

Se realizd también un andlisis para verificar si alguna de las caracteristicas clinicas de los

pacientes influian en alguna comunidad especifica de microorganismos, pero no se

obtuvieron datos significativos.



Discusion :

En nuestro estudio identificamos hasta un 88.8% del total de microorganismos,
encontrando mayor cantidad de especies que las reportadas por Li. L y col*®, ellos encuentran
43 especies en total con una muestra de 9 dientes permanentes, Ribeiro Adriana y col®®, en
el 2011 encuentran un total de 70 especies con una muestra de 12 dientes permanentes, en
estudios con dientes deciduos Chalmers y col?, llegan a encontrar hasta 105 especies, 17
géneros y 5 filos en una muestra de 9 dientes deciduos utilizando un método de
pirosecuenciacién sin embargo, en éste estudio hemos podido localizar un total de 429
especies, 168 géneros y 9 filos utilizando una muestra de 13 dientes deciduos.

Santos y col?, en su estudio para identificar bacterias endoddnticas por medio de
secuenciacion 16S rDNA detectan como el filo mas abundante a los firmicutes y en segundo
lugar a los bacteroidetes, y Homg Bo-Young y col??, analizando infecciones endodonticas
primarias y secundarias por medio de pirosecuenciacion coinciden con nuestros porcentajes
encontrando como filo mas abundante a los bacteroidetes con un 29.6% , en segundo lugar
a los firmicutes con un 23.2%, y en tercer lugar a las fusobacteria con un 13.1%.

Hay muy pocos estudios de éste tipo que abarquen dientes temporales, Topcuoglu y
col. Analizaron la presencia de 10 especies bacterianas en dientes temporales y encontraron
en mayor proporcion a F. nucleotum y P. intermedia, coincidiendo con la mayoria de los
estudios donde la P. intermedia ocupa un porcentaje alto en infecciones endoddnticas, Hee
Yun Kwan y col.? Identifican de la misma manera dientes temporales con infecciones
endoddnticas, en contraste con nuestros resultados ellos encuentran como mas abundante el
filo de las proteobacterias con un 50.4%, seguido de firmictues y bacteroidetes con un 25.8%
y 9.5% respectivamente; en cuanto al género coinciden con nuestros resultados encontrando

en gran cantidad Streptococcus y veionella sin embargo ellos encuentran en mas bajos



porcentajes al género Prevotella, en nuestros resultados lo encontramos como mas abundante
y coinciden con los estudios previos.

En éste estudio la toma de muestra fue diferente a la reportada en los estudios previos,
ya que ha sido reportada con puntas de papel o limas endododnticas, sin embargo nosotros
utilizamos una micropipeta y lavados dentro del conducto, esto es importante ya que
obtuvimos una cantidad mayor de microorganismos a los que han sido reportados, obtuvimos
en altas cantidades microorganismos como Olsenella, Moryella y Morococcus que son
microorganismos anaerobios y han sido reportadas en altas cantidades en infecciones de pie
diabético o ulceras, y en menores cantidades encontramos Dialister y selenomonas que
también han sido reportadas en infecciones dentales en menores cantidades.

Aun faltan estudios en dientes temporales para poder tener un parametro de
comparacion, y esto es importante ya que los microorganismo encontrados son anaerobios
estrictos y se estan identificando cada vez mas microorganismos resistentes a antibidticos por
lo que se debe considerar el tratamiento farmacoldgico para éstos pacientes, asi como la
limpieza del conducto en el momento de realizar la pulpectomia. De igual manera faltarian
estudios donde se tomen en cuenta algunas otras variables como la raza, los habitos
alimenticios y de higiene, la salud bucodental de los padres etc. Sin embargo, consideramos
es importante conocer los microorganismos que estan presentes en una infeccion dental en
nifios y que podrian causar o agravar una infeccion persistente en otra area de nuestro

organismo.
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