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INTRODUCCION

La cavidad oral contiene diferentes hdbitats como son los dientes, lengua,
encia, surco gingival, paladar duro y blando, carrillos, amigdalas y labios. Dichas
estructuras son colonizadas por distintos microorganismos los cuales determinan el
proceso de salud enfermedad. Los microorganismos que se encuentran en la
cavidad oral humana conforman la microflora o microbioma oral humano,
refiriéndose a una comunidad ecolégica comensal y simbidtica de microorganismos
potencialmente patdgenos, que comparten un espacio corporal, sin causarle dano al
hospedero. El aumento de la diversidad microbiana y una sucesién en las especies
bacterianas que predominan en el desarrollo de la placa dental, se relacionan con
equilibrio ecoldgico que lleva al predominio de un estado de salud oral, asi como
también a la aparicién de diversas enfermedades orales. En los ultimos afios, el
manejo de métodos moleculares independientes de cultivos, ha permitido
identificar alrededor de 700 especies bacterianas en varios sitios de la cavidad oral.
Sin embargo, entre el 35 y 50% de las especies aun no han sido cultivadas, siendo
esto, una implicacién de gran importancia para el conocimiento de los agentes
patdgenos en infecciones tales como caries dental, enfermedades periodontales,
infecciones  endoddnticas, osteitis alveolar, amigdalitis, entre otras.
Aproximadamente entre 250 y 280 especies bacterianas de la cavidad oral se han
podido cultivar, caracterizar y nombrar formalmente. Actualmente existe una base
de datos del microbioma oral humano (HOMD) que incluye 619 “Taxa” agrupadas en
13 distintos “Phylum” de la siguiente manera: Actinobacteria, Bacteroidetes,
Chlamydiae, Chloroflexi, Euryarchaeota, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria,
Spirochaetes, SR1, Synergistetes, Tenericutes y TM7, misma que se utilizard para el

desarrollo del presente trabajo.




Planteamiento y justificacion del problema

Dentro de la cavidad oral humana se encuentra una gran diversidad de
microorganismos tanto cultivables como no cultivables, que juegan un papel
importante en el equilibrio del estado de salud de un individuo. Por otro lado, dichos
microorganismos pueden estar involucrados en el desarrollo de patologias orales y
sistémicas. Con la aplicacidon de técnicas moleculares tales como: reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR), técnicas de hibridacion DNA-DNA de checkerboard y
microarreglos, hibridacién in situ y métodos de secuenciacidn, se pueden identificar
géneros y especies bacterianas caracterizadas previamente con técnicas fenotipicas
(especies cultivables), adicional a esto, con técnicas como la secuenciacion de la
fraccién 16S rRNA, pueden identificarse especies no caracterizadas fenotipicamente
(no-cultivables), ya que se puede secuenciar parte de su genoma y posteriormente
compararlo con genomas de géneros y especies bacterianas previamente descritas.
Debido a esta gran diversidad y avances moleculares en microbiologia, es
importante el estudio del microbioma oral humano, asi como el estudio de las
asociaciones entre bacterias comensales de la cavidad oral, con patologias de

reciente estudio.




Objetivo general

Conocer los géneros y especies bacterianas cultivables y no cultivables de la
cavidad oral mediante una revision bibliografica en articulos cientificos, asi como la
relacion que se ha estudiado hasta la actualidad, con el proceso salud-enfermedad

en cavidad oral y los microorganismos que la colonizan comensalmente.

Objetivo particulares

e Describir las técnicas de identificacion bacteriana con métodos
fenotipicos y genéticos para especies bacterianas.

e Conocer las técnicas moleculares de reciente uso para la identificacion
del microbioma oral humano.

e Conocer cdmo se encuentra distribuido el microbioma oral humano en
los diversos Phylum (reinos) bacterianos, por medio de la revision de
articulos cientificos.

e Por medio de la literatura, conocer las especies bacterianas descritas
como comensales e involucradas en estado de salud oral, asi como en

el proceso salud-enfermedad.




BACTERIAS CULTIVABLES Y NO CULTIVABLES DE LA
CAVIDAD ORAL

TECNICAS DE IDENTIFICACION BACTERIANA

Generalidades

La informacion genética en las bacterias, como en toda célula, se encuentra
contenida en la secuencia de nucledtidos del DNA cromosémico. El conjunto de los
caracteres genéticos que la bacteria posee es el llamado genotipo. Capaz de
transmitirse a la descendencia; sin embargo, no todos estos caracteres se
manifiestan, sino que el medio ambiente condiciona la aparicidon o no de ellos. De
ahi que se denomina fenotipo al conjunto de caracteres manifestados por
interaccion del genotipo y el medio ambiente (Murray 2003). En los laboratorios de
microbiologia, una de las tareas fundamentales es la utilizacién de metodologias
precisas para la identificacion de los microorganismos que tienen relaciéon con el
hombre, o de aquellos implicados en procesos clinicos asociados a infecciones orales
o sistémicas. La identificacién bacteriana puede ser realizada por medio de métodos
convencionales basados en las caracteristicas fenotipicas de los microorganismos,
asi como con técnicas genéticas de reciente uso (Fernandez 2010). Los métodos
fenotipicos son indispensables para poder caracterizar y nombrar oficialmente a los
microorganismos, y a pesar de que se vuelven mads costosos por el tiempo de
realizacion, siguen siendo indispensables para la microbiologia basica. Por otro lado,
la utilizacién de los métodos genotipicos a pesar de su elevado costo, tienen como
ventaja el tiempo reducido de su aplicacién, con lo cual se disminuye costos
conforme aumenta el nimero de identificaciones. Estos son utilizados para el
estudio de bacterias que no pueden ser crecidas con métodos convencionales, para
el estudio de especies conocidas como “fastidiosas” por los altos requerimientos
nutricionales o de anaerobiosis en su crecimiento, asi como para la identificacién de

nuevas especies bacterianas.




Métodos fenotipicos

La morfologia microscopica y macroscopica de las bacterias, fueron las
primeras caracteristicas utilizadas para identificarlas y aun constituyen elementos
fundamentales de identificacién y caracterizacion (Murray 2003). Tradicionalmente,
la identificacién bacteriana se ha basado en caracteristicas generales micro vy
macroscopicas, propiedades bioquimicas y metabdlicas, para evaluar caracteristicas
tintoriales, morfologia celular, composicién de la membrana celular, condiciones de
crecimiento, reactividad bioquimica, analisis de producto final bacteriano,
sensibilidad a antibidticos entre otras (Paster 2009, Fernandez 2010). Sin embargo,
existen factores que dificultan el cultivo de algunas especies bacterianas conocidas
como “fastidiosas”, la mayoria de las cuales son estrictamente anaerobias y con
altos requerimientos nutricionales; la eleccién del medio de cultivo y el ambiente
para su desarrollo, la recoleccién y el transporte de la muestra (Olsen 1999), son
factores que se traducen en un mayor costo, y podrian llegar a proporcionar falsos

resultados en la identificacion (Paster 2009).

Caracterizacion microscopica

Histdricamente el microscopio fue el primero que permitié revelar los secretos
de la estructura celular, e inclusive de movimiento microbiano. Actualmente es un
instrumento de gran valor en la biologia celular. Los microorganismos pueden ser
visualizados utilizando microscopia éptica o electrénica. En general, el microscopio
Optico se usa para observar células intactas a relativamente bajos aumentos,
mientras que el microscopio electrdnico que utiliza fotones en lugar de electrones,
se emplea para observar estructuras internas o detalles superficiales de las células a
grandes aumentos. El microscopio éptico usa luz visible para iluminar las estructuras
celulares. En microbiologia se utilizan distintos tipos de microscopios opticos: de
campo claro, contraste de fases, campo oscuro y fluorescencia. Mientras que la
microscopia electronica comprende el microscopio electrénico de transmision y

microscopio electrénico de barrido (Madigan 2009).
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Microscopia de campo claro

Con el microscopio de campo claro, las muestras se visualizan gracias a las
diferencias de contraste entre ellas y el medio que las rodea. Estas diferencias se
producen porque las células absorben o dispersan la luz en diferentes grados.
Generalmente es de uso basico en biologia y microbiologia ya que permite observar
la determinacion de la tincién de Gram, definiendo de igual manera, la morfologia
celular (figura 1), permitiendo un aumento de 10-100 veces con un poder de

resolucién de 2um (Madigan 2009).

Microscopia de contraste de fases y de campo oscuro

El microscopio de contraste de fases se basa en el hecho de que las células
poseen un indice de refracciéon (factor que retrasa la luz cuando atraviesa la
muestra) distinto al medio. La luz que pasa a través de una célula, esta por tanto en
una fase distinta de la que atraviesa el medio. Este efecto se amplifica mediante un
dispositivo especial situado en la lente del objetivo dando lugar a la formacion de
una imagen oscura sobre un fondo brillante (figura 1). EI microscopio de campo
oscuro es un microscopio en el que el sistema de iluminacién incide sobre la
muestra solo lateramente. La luz que es capaz de alcanzar el objetivo es la
dispersada por la muestra y en consecuencia, los microorganismos se observan

brillantes sobre un fondo oscuro (figura 1) (Madigan 2009).

Microscopia de fluorescencia

Este tipo de microscopia se utiliza para visualizar muestras capaces de emitir
fluorescencia debido a que poseen sustancias naturales capaces de emitirla como la
clorofila, o las células que son activadas con fluorocromos disefiados para
estructuras especificas. Un ejemplo es el DAPI (diamino-2-felindinol) que marca DNA
celular, asi como naranja de acridina marcador de acidos nucleicos, auramina-
rodamina que posee afinidad por los acidos micdlicos cerosos de las paredes
celulares de las micobacterias, e isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Forbes 2009).

La microscopia de fluorescencia se usa habitualmente en los diagndsticos clinicos asi

11



como en ecologia microbiana para enumerar bacterias en medios naturales o en

suspensiones celulares (figura 1) (Madigan 2009).

Microscopia electronica de transmision y electronica de barrido

La microscopia electrénica de transmision (TEM-Transmission Electron
Microscopy) suele emplearse para el examen de estructuras celulares a muchos
aumentos y elevada resolucién. El poder de resolucién de 0,2nm, permite ver
estructuras a nivel molecular, sin embargo los haces de electrones tienen escaso
poder de penetracion por lo que se emplean técnicas especiales de corte ultrafino a
las células, a fin de poder observarlas (figura 1). La microscopia electrénica de
barrido (SEM-Scanning Electron Microscopy) es comunmente utilizada cuando se
requiere observar las estructuras externas de un organismo y la organizacion entre
células. Para ello las muestras se recubren de una fina capa de metal pesado que
desviara el haz de electrones proyectando la imagen tridimensional sobre una

pantalla (figura 1) (Madigan 2009).

Tincion de Gram

La mejora del contraste, permite observar con mayor determinacién la imagen
por microscopia, por ello, la tincidn es un método sencillo de aumentar el contraste.
Los colorantes son compuestos organicos cargados en su mayoria positivamente
(basicos o catidnicos) y cada tipo de colorante tiene una afinidad por determinados
componentes celulares cargados negativamente (Madigan 2009). El estudio
microscopico tras la tincidn revela la forma, la manera de agruparse, la estructura de
las células y su tamafio (Olmos 2010). Una tincién diferencial muy importante y
ampliamente utilizada en microbiologia es la denominada tincién de Gram (Madigan
2009), la cual constituye un criterio bdasico para separar los grandes grupos de
clasificacion bacteriana, es decir, Gram positivas y Gram negativas (figura 2), que se
tefiirdn color purpura y rosa respectivamente de acuerdo a la naturaleza vy
composicion quimica de la pared bacteriana (Madigan 2009, Olmos 2010). Las

tinciones diferenciales se realizan sobre preparaciones en portaobjetos con una
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suspension de microorganismos previamente secada y fijada a la flama, se tifie con
un colorante basico, normalmente cristal violeta manteniéndolo durante un minuto,
seguido de la adicion de lugol durante un minuto. Posteriormente se tratan a las
células con alcohol para decolorar durante 20segundos, seguido de una tincién de
contraste con safranina con el fin de distinguir los dos tipos de células en el
microscopio. En las bacterias Gram positivas el peptidoglicano representa hasta el
90% de la pared celular, que a su vez, se encuentran embebidos en ella acidos
teicoicos y lipoteicoicos. Estas, se deshidratan por el alcohol, provocando el cierre de
los poros de las paredes e impiden la salida del complejo cristal-yodo tifiéndose
color purpura. Por el contrario, en las bacterias Gram negativas ademds de su
estructura de doble membrana y el complejo lipopolisacarido, el peptidoglicano
representa sélo el 10% de la pared celular, por lo que el alcohol penetra
rapidamente en la capa externa que es rica en lipidos, decolorandola y la fina capa
de peptidoglicano no impide el paso del solvente y la extraccién del complejo cristal-
yodo (Madigan 2009). Un ejemplo de clasificacidon basada en la tincién de Gram, es
la dada en los esquemas del Dr. Bergey, de esta manera, agrupan a las bacterias en
distintos grupos, de acuerdo a caracteres descriptivos morfolégicos como son:
espiroquetas, cocos aerobios Gram negativos, cocos Gram positivos, bacilos Gram
positivos, bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos Gram negativos (figura 2)

(Bergey 1994).

Tipos de morfologia celular

La morfologia hace referencia a la forma de las células. Entre las bacterias se
presentan morfologias variadas, y las mas frecuentes se describen mediante
términos que forman parte del léxico bdsico (Madigan 2009). Una bacteria con
morfologia esférica u ovoide es llamada coco, y cuando presenta forma cilindrica se
denominan bacilos. Algunas bacterias tienden a curvarse en forma de espiral,
llamados entonces espirilos (como Treponema sp.). Las células de muchas bacterias

se mantienen juntas después de la division celular surgiendo distintos tipos de
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agrupaciones como son los grupos de dos cocos y se denominan diplococos (como
Neisseria sp.). Si los planos de division se mantienen sucesivamente paralelos entre
si, los cocos forman cadenas largas (como Steptococcus sp.). Otros forman conjuntos
a manera de racimos (como Staphylococcus sp.) (Pumarola 1987, Madigan 2009,
Slots 1992). Existe una cuarta forma de morfologia celular que son los pleomorfos, o
bacilos irregulares en algunos casos como es el de algunas especies de Actinomyces.
Por ejemplo Actinomyces israelii, presenta morfologia celular en forma de bacilo

corto pleomorfico (Pérez 2011).

Tamano

Las bacterias presentan tamafios que van desde 0.2um a mas de 700um de
didmetro. La mayoria de los bacilos estan entre 0.5-4um por menos de 15um de
largo, sin embargo, existen microorganismo como las cianobacterias o
quimiolitétrofo del azufre Thiomargarita que puede alcanzar los 750um de
didmetro, siendo visible a la vista (Madigan 2009). Por otro lado especies como P.
gingivalis con 0.5 x 1-2um, Prevotella intermedia 0.4-0.7 x 1.5-2um, Fusobacterium
nucleatum de 0.4-0.7um de ancho y 3-10um de largo, Selenomonas sp. 1.1um de

didmetro y 1.1-3.2um de largo, entre otras especies (Slots 1992).

Motilidad

Muchas células bacterianas tienen la capacidad de moverse por si mismas,
permitiendo desplazarse en diferentes partes dentro de su medio. Algunas bacterias
son moétiles gracias a estructuras llamadas flagelos. Los flagelos funcionan por
rotacién impulsando a las células a través de un medio liquido, y en contra de la
corriente, mediante movimientos de nado (swimming), espasmos (Twitching) é por
deslizamiento (Glidding). Un ejemplo de bacterias con movimiento son especies de
Treponema las cuales presentan movimientos rapidos de nado gracias a sus flagelos
axiales (Madigan 2009), asi como Selenomonas sputigena con movimientos de
espasmos debido a la posicién de flagelar en medio de la concavidad de la célula

(Slots 1992). Los flagelos no rotan a una velocidad constante sino que pueden




aumentar o disminuir su velocidad en funcién de la energia o potencia de la fuerza
motriz de los protones a través de la membrana citoplasmatica. Algunas bacterias
son métiles aunque carecen de flagelos. Estas se mueven sobre superficies sélidas
mediante un mecanismo de deslizamiento, de forma mas lenta y lineal al eje mayor

de la célula, soliendo ser células filamentosas o bacilares (Madigan 2009).

Caracterizacion macroscopica (morfologia de colonia)

La microbiota oral ha sido estudiada usando técnicas de cultivo, que también
han sido un requisito previo para la evaluacién de la resistencia antibacteriana (Slots
1992). En términos generales todas las bacterias tienen requerimientos nutricionales
imprescindibles para su crecimiento. Las colonias bacterianas son masas visibles de
células que se forman por la division de una o varias células y que pueden contener
millones de células individuales. La morfologia de las colonias es fundamental en la
identificacion y diferenciacion de los microorganismos, de acuerdo las caracteristicas
de tamaiio, forma, consistencia, y a veces por su color (figura 3). El tamafio de las
colonias bacterianas es generalmente uniforme entre una misma especie. La forma
estd determinada por los bordes y el grosor de la colonia. El borde puede ser liso,
rugoso e irregular; la colonia puede ser plana o tener relieve. La textura es también
una observacion importante, ya que puede variar desde una colonia seca, viscosa
con superficie lisa o granular. Algunas bacterias producen hemolisinas que causan la
lisis de los hematies en medios que contienen sangre, un ejemplo son los
Streptococcus. El tipo de hemolosis puede ser alfa o parcial, observandose un halo
verdoso alrededor de la colonia, beta o total, observandose una zona clara
alrededor de la colonia y gama o no hemdlisis (Fernandez 2010). Esta caracteristica
fenotipica, ha permitido agrupar a especies como son los Streptococcus del grupo A,
y en alguno de los casos poder llegar a la identificacion de especies individuales
junto con otras caracteristicas fenotipicas como se describe el manual de Bergey’s

(Berges 1994).
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Medios de cultivo

En microbiologia tradicional, se emplean distintos tipos de medios de cultivo
como son selectivos, diferenciales o enriquecidos. Los medios de cultivo selectivos
contienen compuestos que inhiben selectivamente el crecimiento de algunos
microorganismos, permitiendo el crecimiento de otros como el MTM agar (Thayer-
Martin modificado) para el crecimiento de colonias de Neisseria gonorrhoeae y
Neisseria meningitidis (Samaranayake 2006). Los medios diferenciales son aquellos a
los cuales se les afiade un indicador, normalmente un colorante, para permitir la
diferenciacién de reacciones quimicas particulares que ocurren durante el
crecimiento y metabolismo especifico bacteriano como es el agar MacConkey, EMB
agar (agar eosina-azul de metileno) que es un medio selectivo y diferencial que se
usa para identificar Escherichia coli por fermentar lactosa (Samaranayake 2006).
Estos son sumamente Utiles para distinguir especies bacterianas. Los medios de
cultivo enriquecidos, son medios complejos que contienen factores de crecimiento
especificos que estimulan el crecimiento de algunos patdgenos fastidiosos, siendo
importante el medio de cultivo y las condiciones de incubacidn, es decir, tanto los
nutrientes como las condiciones de temperatura, pH y consideraciones osméticas;
NHK Agar (NAM, Hemina, Vitamina K) y FA Agar (Fastidious Anaerobic Agar) son un
ejemplo de este tipo de medio (Madigan 2009) utilizados para el crecimiento de

especies como Campylobacter y Capnocytophaga (Slots 1992, Teles IADR 2014).

Pruebas bioguimicas

Las pruebas bioquimicas permiten determinar las caracteristicas metabdlicas
de las bacterias objeto de identificacion como son la catalasa, coagulasa, oxidasa,
Oxido-fermentacién, fermentacidn de azlcares. Algunas de estas pruebas son
técnicas répidas, ya que evaluan la presencia de una enzima preformada y su lectura
varia entre unos segundos hasta unas varias horas (Ferndndez 2010). La catalasa es
un enzima presente en la mayoria de los microorganismos que poseen citocromos.

Las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el perdxido de hidrégeno en agua 'y
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oxigeno gaseoso que se libera en forma de burbujas. Esta prueba es de uso comun
para diferenciar Bacillus (+) de Clostridium (-) como ejemplo. La prueba de
coagulasa, permite determinar la capacidad de coagular el plasma por la accion de la
enzima coagulasa. Se utiliza para diferenciar S. aureus (coagulasa positivo) de otras
especies de Staphylococcus (-). Mediante la prueba éxido-fermentacion determina si
la utilizacion de los hidratos de carbono por parte de un microorganismo se realiza
por via oxidativa (proceso aerdbico) o por via fermentativa (proceso anaerdbico).
Por otra parte, la prueba de fermentacién de azlcares, puede detectarse por medio
de indicadores de pH, ya que las bacterias anaerobias o anaerobias facultativas a
menudo fermentan carbohidratos a acidos orgénicos y gas (H? o CO?) durante el
crecimiento fermentativo, lo cual es util para la diferenciacién de bacterias entéricas

entre otras técnicas (Madigan 2009, Fernandez 2010).

Métodos genotipicos

La base de métodos moleculares independientes de cultivo, han permitido
identificar la mayoria de las especies bacterianas predominantes en la cavidad oral.
Alrededor de 700 especies bacterianas han sido identificadas en varios sitios de la
cavidad oral. Sin embargo, entre el 35 y 50% de las especies aun no han sido

cultivadas (Paster 2001, 2009).

La fraccion 16S rRNA (figura 4) es la macromolécula mas frecuentemente
utilizada en estudios de filogenia y taxonomia bacteriana (Munson 2004). Su
aplicacion molecular fue propuesta por Carl Woese a principios de la década de
1970. 16S rRNA contiene nueve genes o regiones llamadas de hipervariabilidad (V1-
V9), que demuestran una considerable diversidad de secuencia entre las diferentes
bacterias, lo cual puede ser utilizada para la identificacién no sélo de géneros
bacterianos, sino de especies y subespecies (Van de Peer 1996). Dentro de secuencia
genética de cada regién hipervariable, pueden incluirse grupos especificos
bacterianos, queriendo decir, que cada regidn aparece en todos o la mayoria de los

miembros de un determinado grupo filogenético, y nunca estan presentes en otros




grupos, incluso los mas préximos, lo cual las convierte en blancos diana utiles para
ensayos de diagndstico con gran especificidad (Chakravorty 2007). Cada regidn
hipervariable del gen 16S rRNA estd flanqueada por regiones conservadas en la
mayoria de las bacterias, lo que hace posible el disefio de primers universales para la
amplificacién de secuencias diana a través de distintas técnicas de PCR (Baker 2003,

Munson 2004).

Las técnicas de andlisis molecular mas utilizadas en la actualidad, para la
identificacion del microbioma oral humano son métodos basados en Reaccidn en
cadena de la polimerasa (PCR), incluyendo PCR convencional, PCR multiplex y PCR en
tiempo real; los métodos de hibridacién tales como hibridacién in situ, hibridacion
DNA-DNA como son la técnica de Checkerboard y Microarreglos del Microbioma
Oral Humano (HOMIM) y los métodos de Secuenciacion de Sanger y Secuenciacién

de Nueva Generacion (NGS) (Paster 2009).

PCR convencional

La reaccidn en cadena de la polimerasa puede amplificar miles de segmentos
de DNA y RNA en un solo ensayo. Genera grandes cantidades de genes especificos u
otros para posteriores aplicaciones en biologia molecular y microbiologia (Madigan
2009). El uso principal del PCR, ha sido enfocado como una estrategia dirigida a la
determinaciéon de secuencia de genes. En microbiologia dirige el enfoque
principalmente en la fraccién 16S rRNA, ya que tiene regiones altamente
conservadas y otras altamente variables (Madigan 2009, Chakravorty 2007), lo cual
hace posible determinar la composicidn y diversidad bacteriana de cualquier sitio
ecoldgico (Olsen 2009). El PCR convencional, se ha utilizado para detectar especies
especificas y su prevalencia directamente a partir de muestras clinicas orales. La
amplificacién de 16S rRNA se realiza a través de varios ciclos con cambios variados
de temperatura, en un equipo llamado termociclador, con la adicion de una DNA-
polimerasa (Taq), y mediante el disefio de primers universales de fin e inicio, un

sustrato de DNA purificado a partir de un cultivo puro del agente patégeno o




directamente de la muestra clinica, desoxinucledsidos trifosfato ( dNTPs ) y Buffer de
PCR ( 200 mM de Tris-HCI, pH 8.4 ; KCI 500 mM ) (figura 5) (Paster 2009). Estos
estudios se han centrado en la deteccion de algunas especies patdgenas
periodontales tales como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Treponema denticola, y Aggregatibacter actinomycetemcomitans y patégenos de la
caries dental como Streptococcus mutans (de Lillo 2004). El uso del PCR y clonacién,
son estrategias que se dirigen igualmente a fracciones de 16S rRNA y es posible
determinar la composicidn bacteriana de cualquier sitio ecoldgico. En esta técnica, el
DNA es aislado por centrifugacidon y posteriormente se amplifica por PCR usando
primers universales de regiones conservadas de los genes 16S rRNA. Los amplicones
de genes 16S rRNA se clonan en cepas de E. coli y los insertos clonados se
secuencian para determinar la identidad especies (Hugenholtz 1996, Dewhirst
2010). El enfoque hacia 16S rRNA puede definir una especie con una amplia gama
subespecies o un filotipo entero. Si se identifican con la identidad >98.5 % con la
secuencia clonada. Las cepas o secuencias de clonas que tienen <98.5 % de
identidad con las especies o clonas previamente definidas se consideran
representantes de nuevas especies (Paster 2006, Dewhirst 2010). Sin embargo, ésta
técnica consume mucho tiempo, lo que limita el nimero de muestras y clonas que

se pueden analizar a la vez, no permite la cuantificacion directa (Teles 2010).
e PCR multiplex

Esta técnica utiliza mas de un par de primers especificos para cada especie. Es
decir, en un solo ensayo de PCR que permite la deteccién simultdnea de multiples
especies. Estos ensayos son muy sensibles con limites de deteccion de 10 a 100
células por reaccién de PCR. Tales ensayos se han utilizado para detectar
simultdneamente A. actinomycetemcomitans, T. forsythia y P. gingivalis (Tran 1999).
El empleo de PCR multiplex por otro lado, puede ser un primer paso para el flanqueo
de una secuencia especifica de 16SrRNA para posteriormente clonar y secuenciar

por técnica de Sanger, secuenciar por pirosecuenciacién (Caporaso 2010), o para




identificaciones microbianas por HOMIM (Cotton IADR 2013), dénde la base es la
utilizaciéon de tres primers distintos que amplifican simultaneamente una regidn

universal de 16SrRNA, y la regién V4 de hipervariabilidad (Figura 6).
e PCR en tiempo real (QPCR)

Es un método util para cuantificar el nUmero de copias de DNA en muestras
clinicas. Existen dos tipos de qPCR, un método a base de un intercalador (método de
SYBR Green) y un método a base de sondas. El método basado en intercalador,
intercala verde SYBR que se une al DNA de doble cadena recién sintetizado
produciendo fluorescencia con un amplicon de PCR marcado. El método basado en
la sonda, o PCR TagMan, es mas especifica, donde se utiliza una sonda con marca
fluorogénica, que se une sélo con su secuencia complementaria en la parte interna
del amplicon de PCR generado. Esta técnica se ha utilizado para detectar vy
cuantificar varios patdgenos periodontales incluyendo A. actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, Prevotella intermedia y el total de bacterias en muestras clinicas

(Boutaga 2007).

Hibridacion in situ de fluorescencia (FISH)

Este método se basa en la hibridacién de células (figura 7) con sondas con
marcas fluorescentes, lo cual es util para cuantificar, determinar la configuracién
espacial de una infeccidn celular y demostrar la morfologia de las células bacterianas
individuales en las comunidades naturales complejas, tales como placa
dentobacteriana (Amann 1995, Zijnge 2010). Basicamente, se realiza un tipo de
hibridacién con una sonda que lleva una marca fluorescente como es cianina 3
(Cy3), donde las sondas de oligonucledtidos son dirigidas al analisis de la fraccién
16SrRNA de las células. Las tinciones filogenéticas penetran en la célula sin lisarla 'y
se hibridan con el RNA en los ribosomas. Como los ribosomas estan dispersos por la
célula, ésta se vuelve fluorescente. Finalmente se visualizan los portaobjetos con las

muestras mediante microscopia confocal (Zijnge 2010). Utilizando hibridacion in situ




fluorescente (FISH), se ha demostrado por primera vez in vivo que la formacion
inicial de una biopelicula, el resultado de la coagregacién, y la adhesion inicial de

Streptococcus sp. y Actinomyces sp. (Palmer 2003).

Hibridacion DNA-DNA técnica de Checkerboard

En 1994, Socransky introdujo la aplicacion de la técnica de Checkerboard para
la deteccion de especies de la cavidad oral, en la cual un gran nimero de muestras
de la placa dentobacteriana, podrian ser identificadas simultaneamente en un panel
de 40 especies (figura 8), basados en el uso de sondas de genoma total bacteriano,
dirigidas a microorganismos cultivados previamente (Socransky 1994). El DNA de las
muestras clinicas es aislado y colocado sobre carriles de un dispositivo llamado
Minislot, y fijadas en una membrana de nylon con carga positiva por medio de
entrecruzamiento con luz UV y calor. Posteriormente la membrana es colocada en
un miniblotter 45 con los carriles a 90° con respecto a las muestras, donde recibe a
las sondas de DNA de las 40 especies bacterianas que cuentan con una marca de
digoxigenina. Si las sondas con anticuerpo de digoxigenina hibridizan con la muestra,
la lectura de las sefiales emite una luz fluorescente o quimioluminiscente, que es
activada posterior a la hibridacion (sonda-muestra templete). Dos carriles de control
en cada ensayo contienen estandares en concentraciones de 10° y 10° células de
una mezcla de cada una de las especies identificadas, para poder realizar la
cuantificacién de cada una, por lo que estas sefiales son convertidas a cuentas
absolutas a partir de estandares de la misma membrana (Socransky 1994, Teles
2010). Existen dos tipos de hibridacidon de checkerboard, uno que utiliza sondas de
DNA de genoma completo, y otro que utiliza amplicones de 16S rRNA que hibridizan
con sondas basadas en 16S rRNA fijadas previamente en membranas de Nylon
(Wade 1997). Actualmente se han utilizado métodos de hibridacion gendmica de
checkerboard para responder a muchas preguntas bioldgicas, relacionadas con la
investigacion en ecologia oral, para describir perfiles microbiolégicos microbianos en

distintas poblaciones, incluyendo la Mexicana (Almaguer 2005, Ximénez-Fyvie 2006,




Mager 2003, Teles 2010). En general, las técnicas de checkerboard se han utilizado
para determinar el papel de las bacterias en la salud oral y la enfermedad,
incluyendo en caries primaria y secundaria, periodontitis ulcero necrotizante, vy
enfermedades periodontales asociados a individuos con VIH. La particularidad de
obtener semicuantificacidon en la técnica de genoma total, brinda la posibilidad de
dar interpretaciones y asociaciones con implicacién clinica. En el caso de la técnica
gue usa de base amplicones de 16S rRNA, tiene como ventaja que las especies que
sélo se han identificado como filotipos 16S rRNA, las "no cultivables"”, pueden ser

identificadas facilmente como las especies cultivables en esta técnica (Paster 2006).

Microarreglos del Microbioma Oral Humano (HOMIM)

Human Oral Microbe Identification Microarray por sus siglas en inglés HOMIM,
es un sistema recientemente desarrollado para la deteccién simultdnea de la
diversidad oral en un solo ensayo, basado en la impresién de oligonucleétidos de
DNA derivados de la fraccién 16S del rRNA en laminillas de cristal, que hibridizaran
con DNA amplificado por PCR de la muestra de un paciente. Este ensayo de alto
rendimiento, permite la deteccion simultanea alrededor de 300 especies bacterianas
predominantes, e inclusive de especies que no han sido cultivadas previamente. Este
sistema puede ser utilizado para comparar las asociaciones bacterianas en salud oral
frente a determinadas infecciones, para vigilar los efectos de determinadas terapias
sobre la ecologia oral, y llevar a cabo estudios de alteracién microbiana (Olsen
2009). La tecnologia de HOMIM es una extension de la técnica de Checkerboard
(hibridacion DNA-DNA). Se desarrolld con el fin de examinar la compleja diversidad
de la microbiota oral, con una sola hibridacion en las laminillas de cristal. La
“captura-inversa” de sondas de oligonucledtidos de rRNA (entre 18-20pb) es
sintetizada con la adicion de un amino terminal en el carbono 6 (C6) 5’ del
oligonucleétido y cinco Timidinas espaciadoras, lo cual le permitira hibridizar un
oligonucleétido tefiido con gran afinidad. Las sondas son impresas en las laminillas

de cristal recubiertas con aldehido. Los genes correspondientes a la fracciéon 16S




rRNA son amplificados del DNA purificado las muestras microbioldgicas a evaluar,
con PCR multiplex, utilizando un primer de inicio y dos de fin: y tefiidas en un
segundo PCR con Cy3-dCTP. Los amplicones tefidos son hibridizados con las sondas
fijadas en las laminillas. Los genes 16S rRNA son amplificados por medio de la
reaccidon en cadena de la polimerasa a partir de DNA aislado de cultivos bacterianos
o muestras clinicas usando primers universales F24/Y36, y etiquetados a través de la
incorporacion de Cy3-dCTP en un segundo PCR. Cuando el DNA bacteriano marcado
se hibrida a un lugar especifico, con las sondas en la diapositiva, proporciona una
sefial fluorescente, que puede ser leido con un escadner laser de microarreglos
(figura 9 y 10) (Preza 2008). Estas micromatrices son extremadamente utiles en los
estudios clinicos que pretenden asociar especies o complejos bacterianos a estados
especificos orales, sin embargo no permiten la cuantificaciéon, ademas de su alto

costo (Paster 2006).

Meétodos de secuenciacion

El término secuenciacidn se refiere a la determinacién del orden preciso de los
nucledtidos en una molécula de DNA (o RNA). Para la secuenciacion, se sintetizan
fragmento cortos de DNA con secuencias definidas, utilizadas como primers para

iniciar la sintesis de cadenas nuevas de acido nucleico (Madigan 2009).
e Secuenciacidon de DNA método didesoxi de Sanger

Esta metodologia genera fragmentos de DNA de diferentes longitudes
utilizando DNA polimerasa y sus trifosfatos desoxirribonucledsidos afiadidos a un
primer que estd marcado con pigmentos fluorescentes y que terminan en cada una
de las cuatro bases del DNA, los cuales son separados por electroforesis en un gel.
Para este procedimiento son necesarias cuatro reacciones y carriles separados para
la determinacidon de cada secuencia, una para cada fragmento terminado en cada
una de las cuatro bases del DNA: adenina, guanina, citosina y timina. Las posiciones

de los fragmentos se localizan por autorradiografia o fluorescencia y las secuencias




pueden ser leidas en el mismo gel, mediante la alineacién de los cuatro carriles de
didesoxinucledtidos y la localizacién vertical de cada fragmento respecto a su

aproximado (figura 11) (Madigan 2009).
e Secuenciacion de nueva generacién Pirosecuenciacion 454

La secuenciacidn de nueva generacion (NGS), es la tecnologia mds reciente y
de mayor rendimiento para el andlisis gendmico microbiano, con una cobertura mas
profunda y de menor costo, por la alta sensibilidad de la técnica (Teles 2010), utiliza
una plataforma de pirosecuenciacion 454, que elimina la necesidad de clonacidn
previa, y se secuencia mediante la amplificacién de una molécula de DNA Unica. El
DNA es fragmentado y amplificado con adaptadores especiales en una emulsion de
PCR que se unen a una perla de agarosa. Esta amplificacion produce hasta 1 millén
de copias en todo un ensayo, permitiendo lecturas de 400,000 fragmentos de DNA,
cada uno de aproximadamente 250 y 500pb de longitud. La base es la incorporacién
de una ligasa y oligonucleétidos universales para su amplificacion (Paster 2009). En
la actualidad, estd técnica esta siendo utilizada de rutina por su alto rendimiento y
costo, y este Ultimo motivo es que se llevara a la migracion completa de esta
tecnologia, para la identificacion del Microbioma Oral Humano, a pesar de que no es
la mejor técnica para el estudio de asociaciones con infecciones endégenas

microbianas, ya que no permite la cuantificacion de la muestra original.

ARBOLES FILOGENETICOS DE LA CAVIDAD ORAL

Actualmente existe una base de datos del microbioma oral humano (HOMD)
gue incluye 688 distintos “Taxa”. El término “Taxa” es frecuentemente utilizado en
la descripcion de grupos bacterianos con similitudes taxondmicas, se refiere a
especies pertenecientes a filotipos, similares de su fraccién 16S rRNA, y que no
pueden ser nombrados con la nomenclatura oficial ya que para ello requeririan ser
crecidas y caracterizadas fenotipicamente. Por lo cual, deriva la necesidad en

establecer un sistema de denominacion provisional de especies/filotipos del




microbioma humano, por lo que los investigadores vy la literatura pueden senalar el
nombre provisional de “Taxa” en lugar de secuencias de clonas (Dewhirst 2010). A
cada “Taxa” se le asigna un numero de taxén oral humano (HOT), el cual es un
numero arbitrario a partir de 001. El 50% de los HOT corresponde a especies
nombradas oficialmente (N=344), el 15% sin asignacion de nombre (N=102), y el
35% con asociacion en distintos filotipos (N=244) (HOMD 2014). Antes de la
asignacion, todas las secuencias provisionales se comparan en base a las secuencias
que tienen mayor de 98.5% de similitud, lo cuales se fusionan en una sola Taxa, a
excepcion de las especies vdlidamente con nombre que conservan sus numero HOT
individuales. Las clonas que no cumplen con los criterios de coincidencia se agrupan
en un nuevo rango taxondmico. La agrupaciéon se realiza primero mediante la
clasificacién de las clonas por la longitud. La primer clona se coloca en una carpeta
como primero taxdn, y su secuencia se toma de una secuencia de referencia. Cada
secuencia de una clona subsiguiente, se compara a la secuencia de referencia, y si
corresponde es sumado a esa carpeta de Taxa (Dewhirst 2010). La base HOMD se
encuentra organizada en 13 principales “Phylum” o reinos, de la siguiente manera:
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chlamydiae, Chloroflexi, Euryarchaeota, Firmicutes,
Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes, SR1, Synergistetes, Tenericutes y TM7

(Dewhirst, 2010).

Principales Phylum del arbol filogenético oral humano

Los seis principales “Phylum” del microbioma oral humano, incluyen:
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes vy
Fusobacteria, contiene el 96% de los “Taxa”. Los “Phylum” restantes, Euryarchaeota,
Chlamydia, Chloroflexi, SR1, Synergistetes, Tenericutes y TM7, contienen el 4% de los
“Taxa” restantes (Dewhirst 2010). La distribucién filogenética de estos “Taxa” se

presenta en la figura 12.




Firmicutes

Dentro de este Phylum (tabla 1a, 1b) existen dos principales clases donde se
encuentran comprendidas la mayor parte de las especies, que son la clase Bacilli y
Clostridia. La clase Bacilli comprende los géneros Streptococcus, Gemella,
Granulicatella, Abiotrophia, Enterococcus, Eubacterium, Selenomonas, Veillonella,
Dialister, Lactobacillus, Lachnospiraceae, Parvimonas, Peptostreptococcaceae,
Oribacterium, Megasphaera y especies como Staphylococcus aureus HOT-550,
Filifacto alocis HOT-539. El género Streptococcus, cuyos miembros son las especies
bacterianas mas abundantes en cavidad oral (tabla 1c), en el cual pueden
encontrarse en tejidos blandos especies como Streptococcus salivarius,
Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus constellatus (Mager 2003),
Streptococcus vestibularis (Doyuk 2002); en superficie dental Streptococcus infantis
(Kawamura 1998), Streptococcus anginosus, Streptococcus sanguinis, Streptococcus
intermedius, Streptococcus gordoni (Mager 2003), Streptococcus downei (Yoo 2005);
en caries dental Streptococcus cristatus, S. mutans (Tanner 2011), Streptococcus
mitis bv2 (Gross 2010), Streptococcus parasanguinis (Mager 2003), Streptococcus
sobrinus (Okada 2012); en saliva Streptococcus australis (Warburton 2013); en
enfermedad periodontal Streptococcus parasanguinis | HOT-721, Streptococcus
parasanguinis || HOT-411 y Streptococcus sp. HOT-057 (Fine 2013); asi como
especies estudiadas con menor frecuencia pero también comunes relacionados con
estados de maduracién de la placa dental son: Gemella morbillorum, Gemella
haemolysans HOT-626, Gemella sanguinis HOT-757 (Pushalkar 2012), y especies de
Granulicatella adiacens HOT-534 (Colombo 2009), Granulicatella elegans HOT-596
(Kanasi 2010); en caries en la infancia Abiotrophia defectiva (Kanasi 2010);
Enterococcus faecalis (Colombo 2002), y especies del género Lactobacillus como
Lactobacillus acidophilus (Yip 2007), Lactobacillus gasseri HOT-615, Lactobacillus
johnsonii HOT-819 (Gross 2010), Lactobacillus casei y Lactobacillus fermentum (Lima

2012) (figura 13).




Dentro de las principales familias de la clase Clostridia, que contienen la gran
mayoria de “Taxa” son: Lachnospiraceae, Peptostreptococcaceae y Veillonellaceace.
Todos los miembros de Veillonellaceae (figura 14), son Gram negativos e incluyen las
especies Anaeroglobus germinatus, Dialister invisus (Colombo 2009), Dialister
pneumosintes (Slots 2010), Megasphaera sp. HOT-123 (Teles 2013), el género
Selenomonas que incluye especies como Selenomonas infelix, Selenomonas noxia,
Selenomonas sp. HOT 133, 149, 136, 478, 138, Selenomonas artemidis (Colombo
2009, 2012), Selenomonas sputigena, Selenomonas flueggei (Tyrrell 2003),
Selenomonas dianae (Goncalves 2012), Selenomonas sp. HOT-146, Selenomonas sp.
EW076, Selenomonas HOT-149, Selenomonas sp. P2PA_80, y Selenomonas sp. cepa
GAA14 predominante en periodontitis (Faveri 2008); asi como de Veillonella atypica
(Colombo 2009), Veillonella parvula, Veillonella dispar (Casarin 2012, Tanner 2011) y
Veillonella sp. HOT 780 (Teles 2013).

Por otro lado, en la clase Peptostreptococcaceae se encuentran las especie
Parvimonas micra, Peptostreptococcaceae sp. HOT-113 (Colombo 2009),
Eubacterium saphenum HOT-759, Eubacterium nodatum HOT-694, Eubacterium
brachy HOT-557 (Tamura 2013), Mogibacterium timidum (Casarin 2012) y

Peptostreptococcus stomatis (Pushalkar 2012).

La clase Erysipelotrichia contiene los siguientes cuatro organismos orales:
Bulleidia extructa (Paster 2002), Solobacterium moorei (Magger 2003), Erysipelothrix

tonsillarum y Lactobacillus [XVII] catenaformis (Dewhirst 2010).

Actinobacteria
El Phylum Actinobacteria (figura 15, tabla 2a, 2b) comprende orden
Actinomycetales, Bifidobacteriales vy el orden Coriobacteriales. El orden
Actinomycetales incluye los géneros Actinomyces, Atopobium, Rothia,
Propionibacterium y Corynebacterium. Estos géneros se encuentran principalmente

en la caries dental, placa dental y enfermedades periodontales (tabla 2c). El género




Actinomyces se integra de especies de Actinomyces odontolyticus, Actinomyces
georgiae (Ximénez-Fyvie 2003), Actinomyces naeslundii (Mager 2003), Actinomyces
gerencseriae (Tanner 2011), Actinomyces viscosus (Sarkonen 2000), Actinomyces sp.
HOT-170, Actinomyces meyeri (Brito 2012) y Actinomyces israelii (Johnson 1999).
Rothia con especies de Rothia dentocariosa y Rothia mucilaginosa (Munson 2004,
Colombo 2009). Propionibacterium con especies como Propionibacterium
acidifaciens, Propionibacterium acnes y Propionibacterium propionicum (Wolff 2013,
Silva-Boghossian 2013, Tek 2013). El orden Bifidobacteriales incluye los géneros
Bifidobacterium, Parascardovia y especies de Scardovia inopinata y Scardovia
wiggsiae (Tanner 2011). El orden Coriobacteriales incluye los géneros relacionados
Olsenella, especies como Slackia exigua (Tanner 2011); y el género Atopobium con
especies relacionadas con el putativo periodontal Atopobium rimae y Atopobium

parvulum (Colombo 2009).

Fusobacteria

Incluye dos géneros detectados con frecuencia en la cavidad oral (Figura 15,
tabla 3a, 3b): Fusobacterium dentro del cual se encuentran especies como
Fusobacterium periodonticum, Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii,
Fusobacterium nabiforme (Socransky 2005) y Fusobacterium nucleatum subsp.
polymorphum (Preza 2008) comunmente relacionados con enfermedades
periodontales, halitosis y caries radicular; y el género Leptotrichia en el cual se
encuentra Leptotrichia buccalis HOT-563 relacionada a gingivitis (figura

3c)(Socransky 2005).

Bacteriodetes
Contiene 107 “Taxa”, los cuales caen en los géneros Prevotella, Bacteroides,
Porphyromonas, Tannerella, Bergeyella, Capnocytophaga y ocho sin nombre (figura
16, tabla 4a, 4b). Prevotella es el género mas grande, con aproximadamente 50
especies, siendo la mayoria cultivables, entre ellas Prevotella melaninogenica, P.

intermedia, Prevotella nigrecens, Prevotella sp., Prevotella loescheii, Prevotella




denticola y una bacteria no cultivable de Prevotella sp. HOT 306, Prevotella buccae,
Prevotella dentalis, Prevotella oris, Prevotella oulora, Prevotella pallens y Prevotella
salivae. En el género Tannerella se encuentran especies de T. forsythia, Tannerella
sp. HOT-286 El género Porphyromonas contienen especies de P. gingivalis,
Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas catoniae y Porphyromonas
asaccharolytica. El género Capnocytophaga con especies de Capnocytophaga
gingivalis, Capnocytophaga granulosa, Capnocytophaga leadbetteri,
Capnocytophaga ochracea y Capnocytophaga sputigena. Asi mismo géneros en su
mayoria con especies no cultivables como Flavobacteriales, Bergeyella 'y

Bacteroidetes [G-2] sp. OT 274, Bacteroidaceae [G-1] sp. HOT-272 (HOMD 2014).

Proteobacteria

Las cinco clases de Proteobacteria: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria y Epsilonproteobacteria (tabla 5a, 5b), contienen tipos de
“Taxa” detectadas en la cavidad oral humana (tabla 5c). La clase
Alphaproteobacteria incluye especies como Brevundimonas diminuta vy
Ochrobactrum anthropi; la clase Betaproteobacteria incluyen las especies Eikenella
corrodens, Kingella denitrificans, Kingella oralis, Lautropia mirabilis, Neisseria
elongata, Neisseria flavescens, Neisseria mucosa y Neisseria oralis; la clase
Gammaproteobacteria incluye las especies Acinetobacter baumannii, A.
actinomycetemcomitans, Aggregatibacter segnis, Cardiobacterium hominis, E. coli y
Haemophilus parainfluenzae; y finalmente la clase Epsilonproteobacteria las
especies Campylobacter concisus, Campylobacter rectus, Campylobacter curvus,

Campylobacter gracilis y Campylobacter showae (HOMD 2014).

Spirochaetes

Todos los “Taxa” orales humanos identificados hasta la fecha dentro de este
Phylum son miembros del género Treponema (figura 17, tabla 6a), siendo las mas
representativa T. denticola, Treponema sp. HOT-230, Treponema socranskii,

Treponema maltophilum, Treponema lecithinolyticum, Treponema putidum,




Treponema parvum y Treponema medium involucrados en enfermedades
periodontales e infecciones endoddnticas (tabla 6b) (Colombo 2009, Rocas 2005,
Wyss 1999). Mas del 70 % de los 49 “Taxa” identificados hasta ahora no han podido

ser cultivados (Dewhirst 2010).

Tenericutes
Especies de Mycoplasma, se han encontrado en saliva de 97% de los
individuos, siendo Mycoplasma salivarium, Mycoplasma hominis, y Mycoplasma

faucium los mas representativos (figura 13) (Dewhirst 2010).

Phylum TM7 y Synergistetes

Todos sus miembros son bacterias no cultivables (Dewhirst, 2010).

Dentro del Phylum TM7 (tabla 7a) se han podido identificar especies
fuertemente relacionadas a enfermedades periodontales (tabla 7b) como son TM7
[G-5] sp. HOT 356, TM7 [G-1] sp. HOT 346, TM7 [G-1] sp. HOT-349 (Colombo 2009,
Teles 2013), TM7 [G-5] sp. HOT-437 y TM7 [G-1] sp. HOT-347 (Griffen 2012) (Figura
17).

Especies no cultivables de Synergistetes, se han detectado en la capa externa
de la biopelicula subgingival mediante técnicas de hibridacién in situ, resultando ser
nueva con un posible papel importante en la interaccidén huésped-patégeno debido

a su localizacién en estrecha proximidad a las células inmunes (Chakravorty 2007).

ASOCIACION BACTERIANA EN LOS ESTADOS DE SALUD Y ENFERMEDAD
ORAL

Asociaciones bacterianas en la cavidad oral

Los microorganismos que se encuentran en la cavidad oral humana conforman
la microflora o microbioma oral humano, refiriéndose a una comunidad ecoldgica
comensal, simbidtica y microorganismos potencialmente patdégenos que comparten
un espacio corporal (Lederberg 2001). Cada sitio en la cavidad oral humana tiene un

perfil microbiano distintivo, que incluye varias especies bacterianas, incluyendo




aquellas que no se pueden cultivar. Estos perfiles sufren un cambio segun el estado
de salud y enfermedad en el que se encuentre, por lo tanto un medio rapido y
preciso de identificacién del microbioma oral humano es crucial para llevar a cabo la

investigacion clinica significativa (Paster 2009, Dewhirst 2010).

Las biopeliculas orales son microcolonias o comunidades bacterianas
adheridas a una superficie sélida como el esmalte dental, la superficie de las raices,
incluso en tejidos blandos y mucosa sana, y estan embebidas en una matriz de exo-
polisacarido nombrada glicocalix (Costerton 1999, Socransky 2002). Se caracterizan
por crear microambiente heterogéneos dentro de su estructura, determinados por
los gradientes de nutrientes, oxigeno y desechos metabdlicos que proporcionan las
condiciones de crecimiento para multiples especies y diferentes cepas de la misma
especie con rasgos fenotipicos distintos (Bernard 2012). Se reconoce que mads de
65% de todas las infecciones bacterianas en seres humanos se asocian con las

biopeliculas (Lewis 2001).

En 1998, Socransky y colaboradores propusieron que las enfermedades orales
podrian ser mejor entendidas centrandose en los consorcios de organismos en lugar
de sobre los patdgenos individuales utilizando ensayos de hibridacion de
Checkerboard, identificando cinco grupos de bacterias o complejos (figura 18), que
se encontraron en varias ocasiones asociados en periodontitis. Sugiriendo que el
complejo mas patogénico se encuentra comprendido por P. gingivalis, T. forsythia y
T. denticola (complejo rojo) y dependian de la colonizacién puente por un complejo
de organismos menos patdgenos, llamado complejo naranja (Socransky 1998),
dandose la interaccion de los agentes patdgenos y los organismos comensales
dentro de la cavidad oral, para formar parte integral del desarrollo de la placa y
conducir a la maduracién de la misma. Estas interacciones se producen a nivel fisico,
metabdlico, sefiales de comunicacién e intercambio de material genético
(Kolenbrander 2006). Una caracteristica principal de las bacterias orales es su

capacidad de coagregacion con otras bacterias genéticamente distintas, descubierto
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por Gibbons y Nigaard en el afio 1970 entre las bacterias de la placa dental. Las
interacciones entre las bacterias orales son parte integral del desarrollo de la placa
(figura 19), y estdn mediadas por uno o mas conjuntos de pares complementarios

adhesina-receptor de superficie (Kolenbrander 2006).

En un estudio realizado por Abusleme et al., se llevd a cabo el desarrollo de un
modelo para referenciar los cambios ecolégicos en la estructura de la comunidad
subgingival desde la salud a la enfermedad (figura 20) encontrando, que algunos
“Taxa” se encuentran altamente prevalentes en salud o enfermedad, mientras que
otros, se encuentran igualmente frecuentes y abundantes en ambas condiciones. En
este Ultimo es definido como microbioma subgingival nucleo, en el cual se
consideran dos “Taxa” estrechamente relacionados con F. nucleatum, siendo los
principales miembros mds abundantes, mientras que otros 11 “Taxa” son menos
abundantes, pero se encuentran presentes en la mayoria de los sujetos,
independientemente del estado de salud del sitio oral. Los “Taxa” asociados con
salud incluyen cinco: Actinomyces sp., Streptococcus sp. estrechamente relacionados
con Streptococcus sanguinis, Proteobacteria y Porphyromonas sp. estrechamente
relacionadas con P. catoniae; y finalmente los “Taxa” presentes en periodontitis
comprendiendo Treponema sp., y un taxén del Phylum TM7 dominando
numéricamente las comunidades. Sin embargo, una amplia variedad de “Taxa”
también son asociados con periodontitis, incluyendo otra especie de Treponema sp.,
TM?7 sp., varios Bacteroidetes, Synergistetes, Chloroflexi y un gran nimero de “Taxa”

de la clase Clostridios del Phylum Firmicutes (Abusleme 2013).

Los estudios y proyectos realizados sobre secuenciacién a gran escala de genes
16S rRNA (Paster 2001), previamente amplificados y clonados, a partir de muestras
de varios sitios de la cavidad oral, como son: dorso de la lengua, partes laterales de
la lengua, epitelio bucal, paladar duro, paladar blando, placa supragingival de las
superficies dentales, placa subgingival, vestibulo maxilar anterior y amigdalas (Aas

2005) comienzan a demostrar las asociaciones de especies bacterianas especificas




con estados de salud y enfermedad. Sin embargo, las técnicas adecuadas para los
estudios clinicos a gran escala de las asociaciones bacterianas, incluyen ensayos de

hibridacién de Checkerboard o los ensayos de microarreglos de DNA (Paster 1998).

Distribucion de las especies bacterianas en la cavidad oral

Estudios recientes definen la diversidad bacteriana de la cavidad oral humana
saludable, mediante la examinacidn de diversos sitios. Los miembros de los géneros
Gemella, Granulicatella, Streptococcus y Veillonella, son comunes a todos los sitios.
Sin embargo, muchas especies son especificas de un sitio, como es R. dentocariosa,
Actynomyces sp., S. sanguinis, S. gordonii y A. defectiva detectados en placa

supragingival y S. salivarius en dorso de la lengua (figura 21) (Aas 2005).

Tejidos blandos y saliva

La proporcion de especies bacterianas difieren marcadamente en las distintas
superficies intraorales. En los estudios de Mager et al. 2003, sobre los perfiles
microbianos de 8 superficies bucales de tejidos blandos y saliva, utilizando el
método de identificacion de checkerboard, obtuvieron que los perfiles microbianos
diferian notablemente entre los diversos sitios de la cavidad oral (figura 22). Las
proporciones de V. parvula, P. melaninogenica, E. corrodens, N. mucosa,
Actinomyces odontolyticus, F. periodonticum, F. nucleatum subsp. vincentii, P.
gingivali y S. salivarius se encuentran en proporciones significativamente mayores
en saliva, superficies laterales y dorsales de la lengua, mientras que S. mitis, S. oralis,
S. noxia, G. morbillorum, C. gingivalis y S. constellatus se presentan en porcentajes
significativamente mayores en piso de boca, paladar duro, vestibulo anterior,
superficie ventral lingual, mucosa labial y encia adherida. Asi mismo, se han
encontrado que especies como S. sanguinis, pueden colonizar tejidos tanto duros y

blandos (Mager 2003).




Placa supragingival y subgingival

La placa dental se definié por primera vez por James Leon Williams en 1897,
quien la describi6 como una acumulacion de consistencia gelatinosa de bacterias,
que se adhiere a la superficie del diente y tiene relacién con el desarrollo de caries
dental (Carranza 2003). La comunidad microbiana en la placa subgingival y
supragingival de sujetos sanos y periodontitis, albergaban proporciones
significativamente mayores de las especies de Actinomyces (Mager 2003), como es
A. naeslundii stp. 1, A. naeslundii stp. 2, A. israelii, A. gerencseriae; y A. odontolyticus
puede encontrarse en mayor prevalencia en sujetos periodontalmente sanos. Sin
embargo, P. gingivalis, T. forsythia y T. denticola podria ser detectada en placa
supragingival de sujetos sanos y periodontitis (Ximenez-Fyvie 2000, Ximénez 2006).
En relacion a especies de Streptococcus, estas especies se encuentran distribuidas
en proporciones distintas en los diferentes sitios de la cavidad oral. Especies de S.
sanguinis, S. anginosus, S. intermedius y S. gordonii colonizan las superficies dentales
en proporciones comparables a las ubicaciones de los tejidos blandos y la saliva

(Mager 2003).

Diversos estudios realizados a través de la técnica de checkerboard, han
identificado Streptoccoccus sp., A. naeslundii (Mager 2003), E. corrodens, N. mucosa
(Sockransky 1994), asi como filotipos de los géneros, Gemella, Granilicatella,
Prevotella, Rothia, Veillonella, Corynebacterium y especies no cultivadas de la clase
Clostridia a lo largo de la maduracidon de la placa dentobacteriana (Li 2004). La
comunidad microbiana subgingival predominante comprende aproximadamente
entre 347-400 especies/filotipos (Olsen 2009, Paster 2006) que corresponden a los
Phylum Firmicutes (ejemplo, Streptococcus), Fusobacterias, Actinobacteria (ejemplo,
Actinomyces), Synergistes (especies no cultivables), Spirochates (ejemplo,
Treponema), Proteobacteria (ejemplo, A. actinomycetemcomitans, Neisseria vy
Eikenella), TM7 (especies no cultivables), y Bacteroidetes (por ejemplo, P. gingivalis,

T. forsythia, Prevotella sp.) (Paster 2001). La figura 23 representa 69 de las especies




mas predominantes, de las cuales 16 aun no han sido cultivadas y dos estan sin
nombre, siendo cepas no caracterizadas. Las principales diferencias entre placa
supra y subgingival, entre la salud y enfermedad periodontal (Ximenez-Fyvie 2000).
En condiciones de salud periodontal, dos filotipos no cultivables, Fretibacterium
fastidiosum (Vartoukian 2012) y Tannerella sp. HOT 286, un taxén no cultivado, se
encuentran mas frecuentes (Leys 2002), asi como A. rimae y A. parvulum (Kumar

2003).

Halitosis

Los estudios sobre halitosis han contribuido a la comprension de la
colonizacidn microbiana de los tejidos blandos de la boca, en particular el dorso de
la lengua, encontrando una amplia gama de especies, incluyendo: T. denticola, P.
gingivalis, T. forsythia, P. melaninogenica, P. intermedia, Fusobacterium,
Streptococcus, Lactobacillus, Rothia, Capnocytophaga, Actinomyces sp. (Mager,
2003), A. parvulum, Dialister clona BS095 (ahora D. invisus), Eubacterium surcos,
TM7 [G-1] sp. HOT 352, S. moorei y Streptococcus clona BW009. Mientras que en
dorso de la lengua de sujetos sanos pueden encontrarse especies de S. salivarius, R.
mucilaginosa y Eubacterium cepa FTB41 (Karzor 2003). Por lo tanto, se sabe que los
tejidos blandos pueden servir como reservorios de la infecciéon o reinfeccion del

periodonto (Mager, 2003).

Enfermedades periodontales

Las enfermedades periodontales son infecciones enddgenas mixtas causadas
por microorganismos que colonizan la superficie dental y la bolsa periodontal,
formando una estructura compleja llamada biopelicula, y llevan a la destruccion de

los tejidos de soporte del diente (Costerton 1999).

A partir de diversos estudios, se han identificado dentro la microbiota de la
placa subgingival de patdgenos periodontales incluyendo P. gingivalis, T. forsythia y

T. denticola (Socransky 1998), asi como de patégenos putativos como A.




actinomycetemcomitans, P. melaninogenica, E. corrodens, P. nigrescens, C.
gingivalis, T. socranskii, E. nodatum y C. rectus (Haffajee 2004, Haffajee 2006,
Ximénez-Fyvie 2000). De igual forma, se han reportado otras diversas especies
asociadas a las enfermedades periodontales, que incluyen: F. alocis vy
Cryptobacterium curtum (Kumar 2003); E. saphenum y M. timidum (Mayanagi 2004);
Prevotella corporis, Prevotella disiens y Peptostreptococcus magnus (Salari 2004); S.
exigua (Booth 2004); T. maltophilum, T. lecithinolyticum (Wyss 1999); T. putidum sp.
nov. (Wyss 2004), E. faecalis, E. coli y Bartonella sp. (Colombo 2002). Dentro de los
“Taxa” no cultivables encontrados en sitios con periodontitis se incluyen Treponema
sp. HOT 230, TM7 HOT 437 y 349 (Griffen 2012), TM7 sp. HOT 346 y 349,
Desulfobulbus sp. HOT 041, Treponema sp. HOT 245, 256 y 508, TM7 sp. HOT 356 y
437 y Synergistetes sp. HOT 360, 362 y 453. Ademas F. nucleatum, Haemophilus sp.
HOT 035 y 036, Eubacterium sp. HOT 081, Megaesphera sp. HOT 123 vy
Acidaminococcaceae sp. HOT 135, 148, y tipos de “Taxa” cultivados sin nombre,

como Veillonella sp. HOT 780 (Teles 2013).

En el desarrollo de la gingivitis, el uso técnicas de Checkerboard, ha podido
detectar especies de Actinomyces, V. parvula (complejo purpura), C. gingivalis, C.
ochracea, C. sputigena (complejo verde), C. rectus, C. showae, F. nucleatum subsp.
polymorphum, F. nucleatum subsp. vincentii, Fusobacterium periodonticum, P.
nigrescens (complejo de naranja), Leptotrichia buccalis, Propionibacterium acnes y S.
noxia (figura 21). Los niveles de especies del complejo rojo como P. gingivalis
pueden variar de acuerdo al sitio de inflamacién y sangrado en sujetos con

periodontitis (Socransky 2005).

Especificamente, en periodontitis agresiva, se han identificado diversas
especies de Selenomonas y Streptococcus. S. sputigena en mayor prevalencia, S.
noxia, Selenomonas sp. EW084, Selenomonas sp. EW076, Selenomonas FT050,
Selenomonas sp. P2PA_80, y Selenomonas sp. cepa GAA14 en niveles menores

(Faveri 2008). Un estudio reciente en la descripcion de la microbiota subgingival de




sujetos con periodontitis agresiva localizada, ha indicado la participacion de A.
actinomycetemcomitans, en consorcio con Streptococcus parasanguinis y Filifactor
alocis en este tipo de periodontitis. Queriendo decir que la patogénesis de A.
actinomycetemcomitans en esta enfermedad, se da siempre y cuando se encuentre
en asociacion (colonizacién) de las otras dos especies bacterianas, como una especie
de sinergismo fuertemente asociado con una pérdida dsea. Asi mismo, la
periodontitis agresiva localizada, se produce en sujetos que son distintos segln la

edad y origen étnico (Fine 2013).

Por otra parte, en periodontitis crénica, se han identificado perfiles
microbianos particulares, donde las proporciones y niveles de Actinomyces sp.
disminuyen y especies predominantes del complejo rojo aumentan
proporcionalmente con respecto a sujetos con salud periodontal, esto es conforme
va aumentando el estado de periodontitis, y ha sido demostrado en distintas
poblaciones del mundo, inclusive la mexicana (Haffajee 2004, Ximénez 2006). Por
otro lado, han habido observaciones de asociaciones bacterianas, en especies
nuevas y filotipos como clonas no cultivables Deferribacterium D084 y BHO17,
Bacteroidetes HOT 274, Megasphaera BB166 clona, OP11 clona X112, y TM7 HOT
356, asi como especies E. saphenum, P. endodontalis, P. denticola, Cryptobacterium
curtum (Kumar 2003), TM7 sp. OT 346, Prevotella sp. HOT 306, Mitsuokella sp. OT
131, F. nucleatum subsp. polymorphum, P. micra, P. intermedia y A. gerencseriae, se
encuentran de forma predominante (Teles 2010). Los porcentajes de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, E. nodatum, P. intermedia y P. nigrescens van
en aumento de acuerdo a la gravedad de la enfermedad, y en contraste, A.
naeslundii, C. gingivalis, N. mucosa, S. oralis, S. salivarius, S. sanguinis y V. parvula se
encuentran mayormente asociados con salud y estabilidad periodontal,
disminuyendo su porcentaje a medida que va en aumento la enfermedad (Moore

1994).




Periodontitis ulcerosa necrosante (PUN)

A través de ensayos de hibridacion DNA-DNA de checkerboard, se han
identificado con mayor frecuencia especies como B. extructa, Dialister, F. nucleatum,
Selenomonas, Peptostreptococcus, Veillonella, y algunos miembros del Phylum TM7
(Paster 2002). Dentro de un estudio sobre especies bacterianas asociadas con
periodontitis en sujetos VIH positivo, se encontraron que patdgenos periodontales
cldsicos no estan involucrados y especies de Gemella, Dialister, Streptococcus vy
Veillonella eran dominantes, siendo probable que ésta, sea una infeccidn

oportunista en un huésped severamente comprometido (Aas 2007).

Caries en dientes temporales y permanentes

El tipo de colonizacién microbiana relacionada con caries dental, se le ha
atribuido a un concepto llamado “ventana de infectividad”. Este concepto se
atribuye ya que dependiendo de la exposicion que tiene un individuo a determinada
microbiota desde su nacimiento, es que puedan adquirir determinada flora en
determinada edad. Un ejemplo es la descripcion de la colonizacién de especies de
Actinomyces en distintas edades en meses de los infantes, y donde describen con
claridad la colonizacidon temprana de A. odontolyticus en las superficies de la mucosa
oral en los bebés de hasta 2 afios de edad, aumentando notablemente de los 2 a los
6 meses de edad; sin embargo, la predominancia de otras especies conforme va
creciendo el individuo, y conforme va teniendo erupcién dental también se reflejan
y se vuelve mas compleja. A. naeslundii es la segunda especie mas comun detectada
a partir del primer ano de edad, la cual también va en aumento junto con A viscosus
y A. gerencseriae La relacion entre determinadas especies de Actinomyces y caries

en dientes deciduos, ha sido ampliamente demostrada (Sarkonen 2000).

Mediante identificacion molecular bacteriana, se han podido identificar
especies/filotipos como S. sanguinis que se asocia con salud, mientras que A.
gerencseriae, Bifidobacterium sp., S. mutans, Veillonella sp., S. salivarius, S.

constellatus, S. parasanguinis y Lactobacillus fermentum se asocian comunmente




con caries en la infancia (Becker 2002). El uso de ensayos de checkerboard de
captura inversa, han permitido la deteccion de comunidades bacterianas diversas,
incluyendo S. mutans, Lactobacillus sp., R. dentocariosa, Propionibacterium spp
(Munson 2004), especies del género Atopobium sp., Actinomyces, asi como los
géneros Prevotella, Selenomonas, Dialister, Fusobacterium, Eubacterium, Olsenella,
Bifidobacterium, Propionibacterium, y Pseudoramibacter en caries avanzada en

adultos (Chour 2005).

Caries radicular

Se ha encontrado por medio de secuenciacién de genes 16S rRNA, que
especies de Selenomonas y Veillonella son comunes en placa supragingival en raices
con y sin caries. Sin embargo, F. nucleatum subsp. polymorphum, Leptotrichia sp., S.
noxia, S. cristatus y K. oralis fueron caracteristicos colonizadores de las superficies
radiculares. Por el contrario, Actinomyces sp., Lactobacillus sp., S. mutans, E.
faecalis, Selenomonas sp. clona CS002 , Atopobium vy Olsenella sp.,
Pseudoramibacter alactolyticus y Propionibacterium sp. FMAS5 dominaron en el perfil

de caries radicular (Preza 2008).




DISCUSION

La amplitud de la diversidad bacteriana en la cavidad oral, es verdaderamente
notable con 688 especies bacterianas identificadas en la base de datos HOMD, de las
cuales entre el 35-50% de estas especies aun nos han sido cultivadas. Sin embargo
dentro de esta gran diversidad bacteriana, alrededor de 400 especies se han
detectado sélo surco gingival (Dewhirst 2010), lo cual nos hace pensar en la
diversidad especifica de dicha biopelicula, sin contar la colonizacidon bacteriana en
otras superficies de la cavidad oral. Es probable que el segmento sin cultivar de la
microbiota, albergue especies patdgenas asi como especies benéficas. Cada sitio en
la cavidad oral comprende un perfil microbiano distintivo que se ve modificado en
relacién al equilibrio ecolégico que se mantiene en un estado de salud, asi como el
encontrado en un estado de enfermedad. Es de destacar, el hecho de que tanto las
especies cultivables como no cultivables, se encuentran implicadas en el equilibrio
del estado de salud de un individuo, asi como en diversos padecimientos de
infecciones intraorales tales como enfermedad periodontal, gingivitis, infecciones
endoddnticas, caries dental y radicular, halitosis, peri-implantitis (Paster 2006). Por
otro lado, a pesar de que muchas de estas especies son compatibles con salud en su
habitat en cavidad oral, pueden estar relacionadas con infecciones extraorales
severas o inclusive sistémicas tales como bacteremias, endocarditis, abscesos
cerebrales, meningitis, fibrosis quistica, artritis reumatoide entre otras (Paster
2006). Datos contenidos en las tablas del material complementario del presente

trabajo.

Las técnicas basadas en métodos de identificacidn molecular se han utilizado
para identificar bacterias directamente a partir de muestras clinicas eludiendo la
necesidad de cultivos in vitro (Paster 2009), Las técnicas de PCR, han sido enfocadas
como una estrategia dirigida a la determinacién de secuencia de genes,

principalmente en la fraccion 16S rRNA, lo cual hace posible determinar Ia




composicion y diversidad bacteriana de cualquier sitio ecolégico (Olsen 2009), y son
la base para realizar otro tipo de técnicas moleculares como son HOMIM,
secuenciacion de genes 16S rRNA, checkerboard, hibridacion in-situ, etc., siendo
éstas, un arma en beneficio para la identificacidon bacteriana independientemente
de si los microorganismos son cultivables o no cultivables (Kolenbrander 2006,
Dewhirst 2010), lo cual puede llevar a encontrar el seguimiento de las infecciones
microbianas y determinar la resistencia antimicrobiana que es un punto importante
en la actualidad (Zijnge 2010). Sin embargo, la mayoria de las técnicas no permiten
la cuantificacién directa de los niveles de multiples especies no cultivadas, por lo
cual tienen que permanecer las técnicas fenotipicas de la “microbiologia tradicional”
para su descripcién. EIl método base en la hibridacién in situ de células, es util para
cuantificar, determinar la configuracién espacial, y demostrar la morfologia de las

células bacterianas individuales en las comunidades naturales complejas, tales como

la placa dental (Zijnge 2010).

Por otro lado, la utilizacion de determinada técnica molecular, es enfocada a
las necesidades del investigador. Actualmente la Secuenciacién de nueva generacién
(NGS), es un método que ha superado las capacidades de clonacion, permitiendo
una cobertura mas profunda y menos secuenciacién de las comunidades
microbianas (Teles 2010). Sin embargo se va a tener la necesidad de seguir
realizando técnicas moleculares que nos permitan una semi-cuantificacion y por lo
tanto conocer una implicacién clinica mas profunda, como lo es la técnica de
Checkerboard, o se va a seguir con la necesidad de conocer caracteristicas de
resistencia a antibidticos, con lo cual el cultivo bacteriano es indispensable. Debido a
las diferencias de la naturaleza especifica de cada sitio en cavidad oral entre la salud
y la enfermedad oral, antes y después de una terapia, la cuantificacidon bacteriana de
las muestras individuales es necesaria y es un poderoso primer paso en la
discriminacion de los agentes patdgenos (Teles 2010). La técnica de checkerboard es

de gran uso para la deteccidon de especies especificas conocidas, que desean ser
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identificadas y relacionadas, respondiendo a muchas preguntas bioldgicas,
relacionadas con la investigacion en ecologia oral, asi como determinar el papel de
las bacterias en la salud oral y la enfermedad; ésta técnica permite la cuantificacion
de cada especie gracias a los dos carriles de control que contienen estandares
(Mager 2003, Paster 2009). El método de HOMIM, puede ser utilizado para
comparar las asociaciones bacterianas en la salud frente a la enfermedad, mediante
la identificacién de alrededor 300 de las especies bacterianas orales predominantes,
incluyendo las que aun no se puede cultivar in vitro. Dentro de ella existe una
complementariedad con la técnica de PCR, ya que vinculada a ella, se puede
amplificar la region del gen 16S rRNA por medio del disefio primers universales

(Olsen 2009).




CONCLUSIONES

El mayor avance en diagndstico molecular de enfermedades infecciosas, asi
como del papel que juegan las bacterias comensales en condiciones de salud en un
habitat tan diverso como lo es la cavidad oral, depende en gran medida de la
capacidad de la tecnologia, la capacidad para detectar e identificar mds de un
patégeno de forma simultanea en un mismo espécimen y de la implementacién de
técnicas moleculares en los laboratorios clinicos de microbiologia, con la finalidad de
de llegar a la identificaciéon de perfiles microbianos que abarquen tanto bacterias
cultivables como bacterias no cultivables, que nos puedan ayudar al mejor

entendimiento del proceso salud — enfermedad.

Es realmente interesante el hecho de que tanto las especies cultivables como
no cultivables, se encuentran implicadas en el equilibrio del estado de salud de un
individuo, asi como en diversos padecimientos de infecciones intraorales. Por otro
lado, a pesar de que muchas de estas especies son compatibles con salud en su
habitat en cavidad oral, pueden estar relacionadas con infecciones extraorales
severas o inclusive sistémicas. Finalmente, con la revisiéon de articulos cientificos
sobre estudios realizados con enfoque en la identificacién de especies y géneros
bacterianos de la cavidad oral, puede llegar a comprenderse la complejidad que

abarcan aproximadamente las 700 especies descritas de la cavidad oral.
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