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1.-Microorganismos patogenos de la cavidad oral
1.1.- Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares microscopicos que pertenecen al grupo
de procariotas, debido a que carecen de ndcleo celular definido, ni tampoco poseen
organelas.>? Sin embargo, poseen estructuras que les permite vivir en diversos ambientes;

sus estructuras las vamos a denominar estructuras habituales y estructuras facultativas.
3

Las estructuras habituales también se les llama obligadas debido a que sin estas
estructuras las bacterias no podrian sobrevivir en su medio ambiente; y las estructuras
facultativas o no obligadas son aquellas de las cuales las bacterias pueden poseer 0 no
dependiendo de las condiciones y necesidades que tengan.? Dentro de las estructuras
habituales tenemos a la pared bacteriana, membrana citoplasmaética, ribosomas, ADN o
nucleoide y citoplasma. iustracién 1; cuando existe un dafio o carecen de alguna de estas
estructuras podria conllevar a la muerte de ellas.*?

La reproduccion de las bacterias es asexual, por fisidn binaria; ademas que siguen
una escala logaritmica, es decir de 1 salen 2, luego 4, después 16, siguiendo a 32, etc.*®
Para que ellas puedan reproducirse favorablemente deben tener a su disposicion
nutrientes, es decir, sustancias quimicas organicas e inorganicas, para que éstas a su vez,
después de ser metabolizadas sean utilizadas como componentes de las estructuras de las
nuevas bacterias.»>® Un factor que influye notablemente en su reproduccion y
metabolismo es la disponibilidad del oxigeno, es decir si las bacterias pueden utilizar a
esta molécula dentro de su metabolismo o no, y esto se utiliza para designar a las bacterias
como anaerobias estrictas o anaerobias facultativas, incluso hay la designacion de
aerobias estrictas; el prefijjo ANA significa “sin”, y AEROBIA quiere decir “aire”,
entonces lo podemos entender como estrictamente sin aire; al decir FACULTATIVAS
significa que pueden utilizar el oxigeno o pueden carecer de él sin influir en su
metabolismo.>?4

llustracion 1. Estructuras generales de las bacterias. Elaboracion propia
1.1.1.- Estructura de las bacterias Gram positivas y Gram negativas

Si bien las bacterias poseen estructuras habituales y facultativas, éstas varian entre
los diferentes tipos de bacterias, lo que permite clasificarlas de acuerdo a su estructura.’?




Desde la parte externa las bacterias conocidas como Gram positivas poseen
dentro de las estructuras habituales, una pared bacteriana gruesa, quimicamente esta
compuesta por peptidoglicano, acido teicoico y &cido lipoteicoico.® Seguido a la pared,
tienen una membrana citoplasmatica que contiene al citoplasma y a las estructuras
intracitoplasmaticas. iiustracion 2. 1

En el citoplasma poseen el nucleoide 0 ADN, es una estructura habitual, no pueden
carecer de ella, ademas, que contiene toda la informacion genética.” También se
encuentran los ribosomas imprescindibles para la sintesis de proteinas.!?
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llustracion 2. Estructura pared bacteriana y membrana de bacteria Gram positiva. Elaboracion propia

Mientras que las bacterias Gram negativas, igualmente revisando desde la parte
externa hacia la interna, poseen una membrana externa con lipopolisacaridos (LPS) mas
conocidos como endotoxinas, luego se encuentra una pared, también compuesta de
peptidoglicano, pero de un pequefio espesor.>? Debajo de esta pared se encuentra la
membrana interna 0 membrana citoplasmatica conteniendo al citoplasma y a las
estructuras citoplasmaticas, todas las estructuras nombradas son habituales. En el
citoplasma como estructuras habituales poseen las mismas que las Gram positivas.
llustracion 3.1'2'4

Las estructuras facultativas son aquellas que pueden poseer las bacterias para
desempefar ciertas funciones necesarias, pero no son imprescindibles, es por esta razén
que no todas las tienen.»>” Ademas, estas estructuras pueden tener tanto las bacterias
Gram positivas como las Gram negativas. Nombramos las mas comunes: flagelos, pilis,
plasmidos, capsula, entre otras.?8
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llustracion 3. Estructura pared bacteriana y membrana de bacteria Gram negativa. Elaboracion propia

La diferencia que poseen en la pared bacteriana permite que luego del proceso de
tincién de Gram, las bacterias Gram positivas se tifian de color morado y las bacterias
Gram negativas se tifian de color rosado. Esto se da debido a que los colorantes quedan
retenidos en la pared, como la pared de las Gram positivas es mas grande, se retiene mas
cantidad del colorante.'?

1.1.2.- Estructura de las bacterias alcohol-resistentes (Generalidades)

Las mycobacterias poseen una serie de estructuras conocidas como citoplasma,
membrana celular y un espacio periplasmico que lo separa de una gruesa'y compleja pared
celular.® Cabe recalcar, que estas bacterias se denominan alcohol-resistentes porque
poseen un alto contenido de lipidos en su pared celular.!

A continuacion, se describirdn las particularidades de estas estructuras en
Mycobacterium tuberculosis, las cuales son Utiles para diferenciarlo de otras bacterias y
comprender su interaccion, estas son:

a) Envoltura bacteriana: Es aquella que provee proteccién y soporte a las bacterias,
también posee mecanismos que permiten el intercambio de sustancias entre la bacteria y
el medio ambiente, la envoltura consta de dos partes principales, la membrana plasmatica
y alrededor de ella la pared celular, la primera le otorga a la célula proteccion osmotica,
transporte de iones y moléculas, en tanto que la segunda le brinda soporte mecénico y
proteccion. 12

b) Pared celular: Es aquella que esta constituida por tres capas las cuales se mencionan a
continuacion:




-Capa interna: Compuesta por peptidoglicano.

-Capa media: Mas ancha que la capa anterior, compuesta por polisacaridos
(arabinogalactano), acidos micolicos.

-Capa externa: Estructura glucolipidica de grosor variable.***2

¢) Membrana citoplasmatica: Aparece en cortes ultrafinos como una membrana biolégica
trilaminar clasica, es decir, bicapa fosfolipidica; sin embargo, tiene como caracteristica la
presencia de moléculas de lipopolisacaridos, lipoarabinomananos (LAM), lipomananos y
fosfatidil-inositol-manosidos. 12

1.1.3.- Principales bacterias patégenas de cavidad oral

Las bacterias existentes en la cavidad bucal, varian entre 500 y 700 especies, de
las cuales el género Streptococcus es el mas frecuente.***-%° Dentro de este contexto, las
especies cariogénicas mas comunes son Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus,
estos son los principales colonizadores de la biopelicula dental, la patogenicidad de los
mismos esta relacionada con el desarrollo de caries dental, por la capacidad que tienen
estas bacterias de generar acidos ante la presencia de sacarosa.'® Estas especies
bacterianas se encuentran generalmente en tejidos blandos, saliva, lengua y superficies
dentales 1517

Otro grupo de bacterias que se pueden encontrar en la cavidad oral son las especies
del grupo Actinomyces que se localizan sobre la encia y bajo la encia, asi como en la
superficie de la lengua.t®

Por otro lado, los periodontopatdogenos mas comunes son principalmente las
bacterias que forman parte del complejo rojo: Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola y Tannerella forsythia; sin embargo, una bacteria exdgena que también se
adjunta perfectamente al complejo rojo es Aggregatibacter actinomicetemcomytans.* Hay
que tener en consideracion que las bacterias del complejo rojo son anaerobias estrictas,
esto dificulta el crecimiento bacteriano, por lo que hay que tener cuidado al transportarlas
desde el sitio de la toma de muestra hasta el laboratorio.!’

1.2.- Virus: Estructura y funciones

Los virus son entidades no celulares infecciosas de un tamafio entre 20 y 300
nandémetros (hm) y su genoma es ADN o ARN, estos virus se multiplican en el interior
de células vivas (eucariotas y procariotas), utilizan sus enzimas para producir particulas
especializadas (viriones), que contienen en su interior el genoma virico para infectar
nuevamente otra célula.®!° En cuanto a la estructura basica de un virus, este tiene un
genoma gue se halla dentro de una cubierta proteica denominada capside, al conjunto de
capside y genoma se le denomina nucleocapside e incluso algunos virus pueden estar
rodeados por una envoltura o carecer de ella.*® Todos los virus poseen genoma ya sea de
ADN o ARN y capside, las otras estructuras son habituales. A continuacion, se describe
cada una de las estructuras bésicas de un virus:




1. Genoma: Formado por ARN o ADN, monocatenario o bicatenario. Su funcion es
contener la informacidn genética necesaria para la sintesis de proteinas virales y
para la replicacion viral.*®

2. Cépside: Estd conformada por diversas subunidades proteicas denominadas
capsomeros, de una o varias clases diferentes, que resultan de la asociacién de
moléculas proteicas de bajo peso molecular (monémeros o protémeros), cuya
funcion es proteger al genoma.*®

3. Envoltura: De naturaleza lipoproteica, rodea a la capside, sus componentes
lipidicos proceden de restos de la célula infectada que se adhieren a la particula
virica cuando esta sale de la célula (p. ej., de la membrana citoplasmética o
nuclear); a ellos se unen proteinas de origen virico que terminan por configurar la
envoltura. Los virus que no poseen esta envoltura se denominan desnudos. Su
funcion principal es ayudar al virus a entrar en la célula huésped.*®

1.2.1.- Virus envueltos o con envoltura

Los virus envueltos a mas de poseer el genoma viral y la capside, tienen la
envoltura, que justamente envuelve al virus, la obtienen de las células que infectan por
brotacion.'® Algunas proteinas viricas se disponen por debajo de las membranas
citoplasmicas y otras se enclavan en ellas (espiculas), el virion sale de la célula por
gemacion, llevandose parte de la membrana citoplasmica y sus propias proteinas.'® En
estos casos, el efecto que la liberacion del virion provoca sobre las células varia
considerablemente, encontrandose virus que las destruyen llamados citoliticos y los virus
que no destruyen las células se denominan no citoliticos. iustracion 4. 1°

Acido nucleico

Capside

Envoltura

Espiculas

llustracion 4. Estructuras de virus envuelto. Elaboracion propia

Los herpes virus mas comunes que causan patologia en la mucosa oral, son de la
familia Alfaherpesviridae, es decir los herpes simple tipo 1y varicela zoster.*® El hombre
es el Unico reservorio del herpes simple tipo 1 y se transmite por medio de la saliva ya
sea por contacto directo o indirecto; varicela-zdster en cambio, la infeccion se da por via
inhalatoria. En ambos casos hay una primo infeccion, y al replicarse puede guardarse la
informacion genética para poder reactivarse de manera recurrente.*®




1.2.2.- Virus no envueltos o sin envoltura

También se les conoce como virus desnudos, se les da este nombre porque carecen
de la envoltura, es decir no toman parte de la membrana citoplasmaética de la célula que
infectan debido a que en el momento de salir de ésta lo hacen por lisis celular
(rompimiento de la membrana). Estan conformados de la capside y del acido nucleico,
ocasionalmente poseen espiculas. ustracién 5. 8

A\ Capside

Acido nucleico

\ |
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llustracion 5. Estructuras de Virus no envuelto. Elaboracion propia

1.2.3.- Principales virus patdgenos de cavidad oral

Entre los principales virus patdgenos que pueden estar alojados en la cavidad
bucal son los Virus del Herpes Humano (VHH), los cuales son virus ADN bicatenarios,
que se replican en la célula huésped y provocan en ella dafios celulares, entre ellos estan
el Virus del Herpes simple tipo 1 (VHH 1) y tipo 2 (VHH 2), que pueden causar una serie
de enfermedades a nivel oral.?

Por ejemplo, el VHH 1 y VHH 2 pueden provocar una gingivoestomatitis
herpética a nivel labial; un dato importante sobre este tipo de virus es que causa lesiones
dentro de la boca sobre todo en pacientes inmunodeprimidos, es decir aquellos pacientes
con un sistema inmunologico débil, estas lesiones suelen ubicarse principalmente a nivel
de las encias y del paladar duro, las lesiones son similares a unas vesiculas que se
convierten en erosiones extensas y Ulceras superficiales relacionadas a un dolor intenso
al hablar y al comer.!32! Por otro lado, el Virus de la Varicela Z6ster (VVZ), es otro de
los virus patégenos que pueden habitar en nuestra cavidad oral, estos poseen ADN
bicatenario y es conocida como una enfermedad que se puede transmitir por estar en
contacto con vesiculas o por transmision aérea de microparticulas.?? En la cavidad oral el
VVZ puede presentarse en el paladar, la faringe, la lengua y con menor frecuencia
también en las encias, ademas en el borde bermellén del labio aparecen vesiculas de color
amarillo, dolorosas, del tamafio de un grano de arroz que se rompen rapidamente, se
ulceran y quedan rodeadas de un halo de color rojo. Se considera al VVVZ una reactivacion
del virus de la varicela, ademas estas lesiones tienen la caracteristica de ser unilaterales.?

Por otra parte, el virus de Epstein Barr (VEB) tiene un ADN bicatenario y causa
varias enfermedades a nivel bucal como la mononucleosis infecciosa que es conocida
como la enfermedad del beso, ya que se transmite por la saliva.?® Ademas, cuando hay la
presencia de este virus también se pueden presentar petequias palatinas que son pequefias




manchas rojas en la zona de transicion entre el paladar blando y el paladar duro.?® EI VEB
puede provocar también una leucoplasia pilosa oral que es aquella que presenta
alteraciones estriadas verticales blangquecinas en los bordes laterales de la lengua. En la
cavidad bucal se suele encontrar también el Citomegalovirus (CMV) que posee un ADN
bicatenario y generalmente esta presente en pacientes con un sistema inmune disminuido
lo que conlleva a la presencia de Glceras orofaringeas.?>%

De igual forma, el Virus del Herpes tipo 6 (VHH 6) posee un ADN bicatenario
semejante a los demas tipos de virus antes mencionados, con la diferencia que este virus
provoca manchas de color rojizas en el paladar blando.® Otro tipo de virus existente en
la cavidad bucal es el virus del Sarcoma de Kaposi que tiene el mismo tipo de ADN que
el anterior, con la diferencia que este tipo de virus suele manifestarse también como
manchas rojizas a violetas azuladas presentes a nivel del paladar, encias y lengua, cabe
recalcar que este tipo de lesiones se pueden transformar en placas, nédulos y tumores a
medida que avanza la enfermedad.'® Es muy frecuente que se observe el Sarcoma de
Kaposi en paciente con sindrome de inmunodeficiencia.?*

A su vez, el Virus del Papiloma Humano (VPH), forma parte de un grupo de virus
ADN bicatenarios sin cubierta, es decir virus desnudos, que infectan las células epiteliales
de la piel y de las mucosas y puede causar un crecimiento tumoral descontrolado en las
células infectadas.'® En la mucosa oral el VPH puede causar verrugas que pueden estar
ubicadas en las encias, en los labios y en el paladar, este tipo de virus también puede
provocar a nivel oral un condiloma acuminado.'® Después, tenemos al virus Coxsackie-
A16 o el enterovirus 71 que genera vesiculas de erosién en la cavidad bucal, ubicadas en
la faringe, paladar, lengua y encias.®2? Por otro lado, el virus del VIH puede provocar
alteraciones caracteristicas en la mucosa oral como un eritema gingival que se presenta
como una linea roja marcada de 1-3 mm de ancho en la zona marginal, también es comdn
que pacientes con VIH presenten una gingivitis o periodontitis ulcerosa necrosante
conocida con el nombre de (GUN/PUN) que genera ulceras especialmente en el sector
anterior, que conlleva a una pérdida de papilas acompafiado con un mal aliento.??

1.3.- Hongos: Estructura y funciones

Los hongos son un grupo de organismos que pertenecen al reino Fungi, estos son
organismos heterotroficos, es decir son aquellos que no pueden producir su propio
alimento y osmotroficos que obtienen los nutrientes por absorcién osmética de sustancias
disueltas, con quitina o quitosano en la pared celular, estos constituyen uno de los
mayores grupos de seres vivos, se han descrito 80.000 especies.?®

1.3.1.- Estructuras

Los hongos se presentan bajo dos formas principales: hongos filamentosos y
hongos levaduriformes, el hongo filamentoso posee un cuerpo con dos porciones una que
es reproductiva y otra vegetativa, la parte vegetativa es haploide y usualmente no presenta
coloracion, ademas estd conformada por filamentos llamados hifas que suelen ser
microscépicos y a su vez el conjunto de hifas conforma el micelio que es el aparato
vegetativo de los hongos que les sirve para nutrirse, frecuentemente las hifas estan
divididas por tabiques llamados septos.!*?%% Por otro lado, los hongos levaduriformes
son siempre unicelulares de forma casi esférica, ellos no presentan una distincion entre

10




cuerpo vegetativo y reproductivo, cabe recalcar que la funcion de los hongos en nuestro
cuerpo es la de descomponer y nuestro sistema inmune los mantiene bajo control de
manera que no generan ninguna enfermedad. iustracién 6. 2°

A B

llustracion 6. A) Hongo levaduriforme B) Hongo filamentoso. Elaboracion propia

1.3.1.a. - Hongos microscopicos levaduriformes

Los hongos levaduriformes son organismos unicelulares de forma casi esférica u
ovalada, que no presentan una distincion entre cuerpo vegetativo y reproductivo.?
También se les conoce como levaduras, éstas debido a su gran diversidad fisioldgica
pueden crecer en un amplio rango de habitats, al ser organismos heterotroficos requieren
para su crecimiento nutrientes, minerales y una gran cantidad de carbono orgénico, estos
organismos ademas necesitan de ciertas condiciones Optimas para sobrevivir, entre ellas
cantidades de agua suficientes, nivel de pH ideal <4 y una temperatura adecuada <30°C.
Cabe mencionar que las levaduras no presentan ningun tipo de estructura de locomocion
por lo tanto no poseen movimiento, ademas se reproducen vegetativamente por gemacion
o fision binaria y sexualmente por produccion de esporas.*?°

1.3.1.b.- Hongos microscopicos filamentosos

El hongo filamentoso posee un cuerpo con dos porciones, una que es reproductiva
y otra vegetativa, la parte vegetativa es haploide y usualmente no presenta coloracion,
ademas esta conformada por filamentos llamados hifas que suelen ser microscopicos y a
su vez el conjunto de hifas conforma el micelio que es el aparato vegetativo de los hongos
que les sirve para nutrirse, frecuentemente las hifas estan divididas por tabiques llamados
septos.?®? Para observar al microscopio este tipo de hongo se necesita la presencia de
una sustancia llamada azul de lactofenol que va a servir como una técnica rapida para
visualizar las estructuras fungicas, este tipo de organismo puede realizar tanto la
reproduccion asexual como la sexual y en ambas participan las esporas, pero en un medio
estable predomina la reproduccion asexual.?’

1.3.2.- Principales hongos patdgenos de cavidad oral

Entre los principales hongos patdgenos que se encuentran en la cavidad oral
podemos encontrar a Candida albicans (C. albicans), que en muchos de los casos no
produce dafios en personas sanas, pero varios factores pueden llevar a un crecimiento
exagerado de este hongo provocando una variedad de complicaciones en el huésped, en
este caso la cavidad oral que van desde infecciones superficiales en una sola region de la
boca hasta casos méas graves como una Candidiasis diseminada sistémica que puede
complicar el cuadro clinico de una persona.'® Por ejemplo, un factor que puede llevar a
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un crecimiento exagerado de la C. albicans, es la capacidad de este hongo de formar
biopeliculas, es decir una comunidad de células se empacan y aumentan de tamafio en
presencia de sustratos abidticos, biodticos y en superficies mucosas, siendo asi estas
biopeliculas dificiles de eliminar, incluso llegando a ser resistentes al tratamiento
antimicotico, aumentando el porcentaje de mortalidad y morbilidad.?®

Por otro lado, estudios epidemiolégicos han demostrado que C. albicans esta
relacionada con la malignidad oral como la carcinogénesis epitelial oral.*® Cabe recalcar,
que el principal reservorio de esta levadura en el cuerpo se encuentra en el tracto
gastrointestinal, por tanto, se da el desarrollo de infecciones cuando existe una disbiosis
de la microbiota residencial, provocando una de las patologias orales mas comunes, la
Candidiasis oral, que se presencia a manera de lesiones blanquecinas en la lengua o en la
parte interna de las mejillas.?

2.-Genes y genoma
2.1.- Conceptos teoricos

Los genes bacterianos siguen los conceptos de biologia molecular, es decir, son
segmentos de acido desoxirribonucleico (ADN), que contienen el codigo para sintetizar
proteinas, el genoma bacteriano es el conjunto de genes de una bacteria que estan
distribuidos en un cromosoma unico y circular en la mayoria de las bacterias, puede variar
de tamafio, dependiendo de la informacion genética que necesite; es aproximadamente de
5.7 Megabases (Mb) y también presentan plasmidos. ustracién 7 28:2°

© Plasmido bacteriano

g

Escherichia coli

llustracion 7. ADN y genes que se encuentran en las bacterias. Elaboracion propia
2.2.- Gendmica

La gendmica surge con el desarrollo de técnicas de biologia molecular que
permiten la secuenciacién de genomas completos, lo que significa el analisis del
contenido de genes de un microorganismo.?®% De esta manera se ha podido realizar el
analisis de los genomas bacterianos que nos indica que un gran ndmero de genes se han

12




adquirido por transferencia horizontal, es decir, por el movimiento de material genético
entre organismos unicelulares.?® Por lo tanto, a partir del analisis de la secuencia de
genomas bacterianos, se pueden identificar genes y proteinas esenciales para la
sobrevivencia de la bacteria y a partir de esta informacion desarrollar nuevos antibi6ticos
que impidan el crecimiento bacteriano.?®=°

Es decir, nosotros podemos identificar genes de resistencia que tiene una
determinada bacteria para crear un cierto antibiotico que acabe con ellas, para lo cual es
importante conocer que los genes de resistencia a los diferentes antimicrobianos se
relacionan con elementos genéticos maéviles como plasmidos (pequefias moléculas de
ADN circular que son separados del cromosoma bacteriano y se replican independiente
de ella), transposones o genes saltarines (secuencias de ADN que solo llevan informacién
genética para poder moverse dentro de los genomas) e integrones (sistemas de
recombinacién especificos, responsables del reconocimiento, captura y expresion de
casetes)./lustracién 8 28-30

Plasmidos

llustracion 8. Bacteria con pldsmidos. Elaboracion propia

Por otro lado, es necesario identificar también mediante los métodos de estudio
de genes antes mencionados el gen de virulencia, que menciona que un gen es clasificado
como un factor de virulencia cuando su ausencia atenué la virulencia del microorganismo
en un modelo in vivo y su complementacion le devuelva su virulencia.?®

2.3.- Metagen6mica

La metagendémica es el analisis del conjunto completo de ADN de todos los
organismos de una comunidad de bacterias, el mismo que genera un progreso en el
conocimiento de como funciona la naturaleza.?®3! Es decir, la metagendmica evidencia
un acercamiento totalmente nuevo en la investigacion de las comunidades microbianas,
caracterizada por el analisis funcional y de secuencias de los genomas microbianos
presentes en una muestra ambiental, apoyandose en términos de expresion o
secuenciacion. 332

Actualmente, el desarrollo de tecnologias de secuenciacion han generado la
posibilidad de analisis metagendmicos extensos, uno de ellos es el Shotgun que divide el
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ADN total en fragmentos y los clasifica por tamafios.>>* Los fragmentos pequefios son
introducidos en cromosomas bacterianos artificiales y los fragmentos de mayor tamafio
en plasmidos, que son vectores de ADN que utilizan el origen del plasmido F de
replicacion y mecanismos de particion para permitir la clonacion de grandes fragmentos
de ADN, luego los fragmentos son extraidos y purificados para ser secuenciados.3?3

Otro método utilizado es la Pirosecuenciacion que nebuliza el ADN en
fragmentos de 900 pb.313 Ocupa una sola hebra de ADN de cada fragmento y adjunta
adaptadores a cada lado de la secuencia, es decir, un primer, estos adaptadores adhieren
la secuencia a una superficie sélida donde duplica cada fragmento a partir del primer
adaptador o primer, finalmente un lector dptico lee los fotones generados por la hidrolisis
de cada uno de los nucleotidos agregados, creando la secuencia de ADN.*2

Cabe recalcar que, independientemente de la metodologia de secuenciacién usada,
el paso siguiente es el ensamble de las secuencias obtenidas.?*3! El ensamble se enfoca
en la identificacion de distintos fragmentos de ADN que permitiran alinear los extremos
similares y asi reconstruir secuencias lineales completas denominadas regiones
gendmicas o contings y de esta manera obtener una secuencia lineal completa del
genoma.*

El inconveniente estd en que la gran mayoria de veces los fragmentos
secuenciados no cubren la totalidad del genoma (existen regiones gendémicas que no
pueden ensamblarse con ningun otro fragmento porque las regiones que los unirian no
fueron secuenciadas) o hay la presencia de regiones muy similares repetidas algunas
veces a lo largo del genoma, lo que hace imposible saber cudl regién genomica se
ensambla con cualquier otro.3>%

Cabe destacar que, si los fragmentos generados por la secuenciacion son de mayor
tamafio, estos son mas faciles de ensamblar a comparacion de fragmentos de menor
tamafio.31* No obstante, para determinar con exactitud si una secuencia es la verdadera
secuencia del gen y no un error de la secuenciacién, es importante que cada base en cada
sitio a lo largo de la secuencia lineal esté repetida algunas veces, esto quiere decir, que
cada base en cada fragmento haya sido secuenciado algunas veces y al alinear todos los
distintos fragmentos secuenciados de una misma region sean coherentes entre si.32

3.-Técnicas de biologia molecular para la identificacion de microorganismos bucales

Las técnicas de biologia molecular hoy en dia son de gran utilidad para el estudio
de bacterias que intervienen en el desarrollo y progresion de diversas enfermedades
bucales tales como la caries dental, permitiéndonos de esta manera conocer las bacterias
con mayor prevalencia asociadas a una enfermedad bucal en especifico.343¢

Una de las técnicas mas utilizadas en la identificacion microbiana es la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR), ya que permite la amplificacién de pequefios
segmentos de material genético utilizando cebadores conocidos como partidores o
primers, ademas es uno de los métodos mas utilizados por ser econémico, preciso,
sensible y rapido para la deteccion de microorganismos.3+-3°

A continuacion, se detallardn cada uno de los métodos de identificacion de
microorganismos orales méas utilizados en la actualidad.
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3.1.- Utilizacion del PCR clasico y PCR en tiempo real para la identificacion
microbiana

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR cléasico se basa en un proceso de
amplificacion selectiva de un segmento de ADN a partir de una sola copia de la especie
diana original.*® Es decir, solo se necesita 0,1 pL de muestra para obtener millones de
copias y lograr una identificacion certera de linajes, serotipos y mutaciones. Los
resultados de esta prueba se realizan en gel de agarosa o poliacrilamida y actualmente es
aplicada en diferentes especialidades odontoldgicas por su versatilidad, sensibilidad y
precision.®¢37

= - . . 3. Amplificacion del ADN en 4. Electroforesis en gel de
1. Toma de colonias 2. Extracciéon de ADN el termociclador agarosa
bacterianas puras

llustracion 9. Proceso a seguir al realizar el PCR. Elaboracion propia
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llustracion 10. Proceso del PCR en el termociclador. Elaboracion propia
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1 ) Cargar muestra de ADN 2 ) Aplicar corriente 3 ) Analizar resultados

en gel

P ¥

llustracion 11.Lectura y colocacion en gel de agarosa. Elaboracion propia

En cuanto a la sensibilidad del PCR clasico, este es evidenciado claramente
durante la amplificacién, en la cual se utiliza una porcion de material genético (ADN) y
luego de 20 a 40 ciclos se evidencia la presencia o no de la secuencia buscada. En
diferentes investigaciones se ha identificado la efectividad de esta técnica para la
identificacion de patdgenos orales como Tannerella forsythia en un 80%, Parvimonas
micra en un 77.5% y Treponema denticola en un 77.5%.%:37

Por otro lado, la especificidad es la capacidad que tiene el PCR clasico para
determinar microorganismos con alta precision, pues los primers bien disefiados se uniran
solamente a la secuencia de ADN buscada. En el caso de S. mutans se comprobo la
especificidad del 88.2%.%6:3

En cuanto a las ventajas de utilizar el PCR clasico, existe mayor sensibilidad a
comparacion de los procedimientos convencionales, analisis rapido y versétil, costo
relativamente bajo.3® En cuento a las desventajas, esta técnica es propensa a errores por
contaminacion de reactivos. 6=’

Por otro lado, el PCR en Tiempo Real o Real Time PCR, es una técnica que
presenta el mismo fundamento que la técnica de PCR convencional, que es la
amplificacion de una regién determinada de un genoma mediada por una ADN
polimerasa termorresistente, con la diferencia de que con esta técnica hay la posibilidad
de identificar el nUmero de copias que se generan en cada ciclo de amplificacion, es decir
determinar la cinética de amplificacidn en tiempo real, lo cual ha generado una serie de
avances adicionales en la identificacion de microorganismos orales.®’

Por ejemplo, a partir del analisis de estas cinéticas de amplificacion puede
calcularse el nimero de copias que existia en un principio en la muestra de interés, lo cual
permite determinar con bastante precision los niveles de infeccion de la misma. Al tratarse
de un patégeno de naturaleza viral, la estimacién de la carga viral, es importante para
poder identificar la efectividad de la terapia que se aplico. ustracién 10-12 3637
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llustracion 12. Equipo PCR Real-time y lectura. Elaboracion propia

Ademés, la PCR real time se ha empleado Ultimamente en la deteccion y
cuantificacion de la carga de Porphyromonas gingivalis en placa subgingival de pacientes
con periodontitis cronica.36:3’

3.2.- Secuenciacion masiva

La secuenciacion masiva aplicada a la microbiologia se puede realizar
secuenciando pequefios fragmentos del &cido desoxirribonucleico (ADN) o amplicones
previamente amplificados (targeted sequencing) o bien secuenciando todo el ADN
previamente fragmentado de forma aleatoria (shot-gun sequencing). *

La aproximacion del targeted secuencing permite obtener la secuencia del mismo
gen en muchas muestras; por ejemplo, en el caso de genes considerados relojes
moleculares como los genes ARNr 16S y 18S, este analisis revela la composicion
microbiana de cada muestra bacteriana y fingica.*

Mediante, el shot gun sequencing puede obtenerse el genoma completo de una
bacteria. El conocimiento del genoma facilita la deteccion de diferencias como
mutaciones entre genomas, lo que es de gran utilidad en la identificacion de los
mecanismos de resistencia a antibioticos y en estudios de epidemiologia molecular, asi
como de filogenética.*

Por otra parte, un experimento de secuenciacién masiva consta de cuatro etapas
principales las cuales son: la extraccién del ADN de la muestra o aislado, la preparacion
de las bibliotecas o librerias, la secuenciacion propiamente dicha y el analisis
bioinformatico e interpretacion de resultados.°

Es importante tomar en cuenta que antes de introducir una muestra en el
secuenciador, es necesario la preparacion de bibliotecas o librerias de un tamafio
determinado, es decir hay que preparar los fragmentos que van a ser secuenciados. Ello
implica fragmentar el ADN por métodos bioguimicos (enzimaticos) o fisicos
(nebulizacién o ultrasonido), o bien amplificar fragmentos del ADN (por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR).%°
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Posteriormente, se realiza el marcado de dichos fragmentos con indices para poder
secuenciar a la vez maltiples muestras.*

3.3.- Hibridacion in situ fluorescente (FISH)

Antes de comenzar a hablar sobre el CLASI-FISH, es necesario tomar en cuenta
que el FISH es conocido como la hibridacién in situ con fluorescencia que utiliza sondas
de oligonucledtidos dirigidas al ARN ribosomico, el cual ha demostrado ser una
herramgseggta eficaz para la identificacion, cuantificacion y analisis espacial de microbios
in situ.>*

Es por eso que actualmente, el CLASI-FISH es el nuevo método de analisis de
imagenes de fluorescencia y etiquetado biolégico que es aplicado a la identificacion
simultanea de decenas a potencialmente cientos de taxones microbianos en una sola
imagen de microscopio por FISH.38:3

Esta técnica de CLASI-FISH implica el marcaje de un determinado tipo de
microorganismo con dos o mas fluoréforos que son moléculas que emiten fluorescencia
después de ser excitadas con luz. Con este enfoque de etiquetado combinatorio
ampliamos en gran medida el nimero de diferentes tipos de microbios distinguibles en
un campo de vision, 83

Por otra parte, los protocolos especificos a seguir para la técnica del CLASI-FISH
se dividen en cuatro pasos. El primero es la recoleccion y fijacion de muestras, por lo
general los organismos Gram negativos se fijan en paraformaldehido y los organismos
Gram positivos se fijan en alcohol etilico o metilico.383°

El segundo paso a seguir es la hibridizacion, la cual se puede realizar mediante
dos estrategias. La primera es mediante la sintesis de dos 0 mas versiones de la misma
sonda de oligonucleotidos, cada version conjugada con un fluoroforo diferente. Mientras
que la segunda opcidn es mediante la sintesis de dos 0 mas secuencias de oligonucleétidos
diferentes, para marcar un organismo en particular en el contexto de su comunidad, cada
secuencia de sonda se dirige a una parte diferente del ARNr 16S.%8%
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llustracion 13. Realizacion de FISH en placa subgingival, se observan en verde los Streptococcus y en morado
Corynebacterium. Elaboracion propia

El tercer paso a seguir es la adquisicion de imagenes espectrales que consiste en
colectar y procesar informacion en frecuencias especificas del campo electromagnético
con el objetivo de obtener el espectro para cada pixel en la imagen de una escena.®*°

Finalmente, el cuarto paso a seguir es el analisis de la imagen, en donde una vez
que se registra la imagen espectral, se identifica en cada pixel de la imagen, la
composicion de fluoréforos de la sefial registrada. siustracion 13. 3%
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