Conocimiento de la microbiota de la cavidad oral a través de la metagenémica
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Resumen

La microbiota oral es uno de los ecosistemas microbianos mas antig
descripcidén inicia en 1863 cuando Anton van Leeuwenhoek observa g
a estos microorganismos en placas dentales. En la actualidad, las té % enciacion y el analisis
del genoma a gran escala ha permitido construir bases de datos IGas,#€alizar linajes microbianos
especificos y conocer que no solamente hacen part‘de humana unos 600 o 700
taxones, sino que se estima que el numero de filotip ar en alrededor de 19000. Todo
este conocimiento es en una herramienta valiosa p a icacion correcta de las bacterias que
estan involucradas en complejas biopeliculas os facilitaria asi comprender su potencial
genético. Ademas, nos permitiria entender y difu€ida jofla patologia oral, y conocer si los cambios
gue predisponen a la enfermedad ocurren g el huésped o por el contrario a nivel microbiano.
iota no solo de la cavidad oral es clave para la
cas que repercutiran en la calidad de vida de los
ha publicado en los ultimos afos en este tema.

en conocido, y su

o1g] a vez en el microscopio

pacientes. Esta revision pofie en texto lo que
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Abstract

The oral mi i is om@ of the oldest microbial ecosystems recognized. The oral microbiota
descrip i 863 when Anton van Leeuwenhoek observed, using the microscope,
mi i ntal plaque. Recently, DNA sequencing and genome analysis have allowed
resea sGto build large-scale genomic databases, characterize specific microbial lineages, and

discover th e human oral microbiota is compose by approximately 600 to 700 taxa and 19000
phylotypes. All this knowledge is a valuable tool for the precise identification of the bacteria that are
involved in complex oral biofilms. In addition, the characterization of oral microbiota will allow us to
understand different oral pathologies, and to know whether changes that predispose to a disease, occur
first in the host or conversely at the microbial level. In conclusion, the study of the metagenome of the
oral cavity microbiota is key to develop new diagnostic and therapeutic tools that will improve the
quality of the patients life. This review puts into context what has been published in recent years on

this subject.
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Introduccion

La descripciéon de “animaliculus” observados al microscopio en muestras de placa dental humana,
contribuyd al desarrollo y descubrimiento de la microbiologia. Esos corpusculos invisiles al mano
empezaron a ser estudiados y a ser considerados luego como flora normal o microbi S avidad
oral. La microbiota oral es uno de los ecosistemas microbianos mas antiguo recgnocido, y su

descripcién inicia en 1863 cuando Anton van Leewenhoek observa por prifiéra en gl microscopio a
estos microorganismos en placas dentales. En la actualidad, las técnica cue i6n y el analisis
del genoma a gran escala han permitido construir bases de icas, realizar linajes
microbianos especificos y conocer que no solamente hacen p pbiota oral humana unos
600 o 700 taxones, sino que se estima que el nimero de fi estar alrededor de 19000
(1,2).

Esta amplia diversidad microbiana hace que sea imp t nder cdmo estan constituidas estas
comunidades de microrganismos a nivel de orah, como interactian y mantienen su
homedstasis en el ser humano, teniendo en cuefita qu vidad es la puerta de entrada de posibles
infecciones del sistema gastrointestinal iraterio. Entender el microbioma oral es una tarea
compleja, debido a la gran variedad de ha tre de la mucosa oral. Esta variedad de habitats en
esta mucosa dependen de las coacentrac de oxigeno, la disponibilidad de nutrientes, la
s y las caracteristicas anatémicas (3).

Con respecto a la dis‘ibuci os de estos microorganismos tenemos que las especies del
género Streptococcus se @nct en una alta proporcién en tejidos blandos, saliva y en la lengua.
Las especies del génegd"Acti e encuentran a nivel supra e infragingival y en fisuras de la lengua.
Otras bacterias co i parvula y Neisseria mucosa pueden ser aisladas en todos los habitats
orales. También de exj colonizacidn intracelular en células epiteliales de la cavidad oral por
compl nos, constituidos por Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas
rellg forsythia (4,5).

Por en ejor herramienta para definir la compleja composicion y funciones de estas comunidades
microbiana a través de la metagendmica. Esto se realiza a través de la amplificacion del gen 16s
rRNA y la secuenciacion de los taxones bacterianos mas frecuentes, posteriormente las secuencias
similares se agrupan en unidades taxonémicas operacionales (OTUS), las cuales se pueden comparar
en bases de datos de la subunidad 16s tales como, Silva, Green Genes y RPD. De esta manera, se puede
realizar una identificacién de forma mads precisa de sus relaciones filogenéticas. Estas técnicas
gendmicas ofrecen una mejor clasificaciéon taxondmica y ademas, permiten la observacion de
polimorfismo y de otras secuencias variantes (6,7).



En esta revision se analizaré como la metagendmica ha impactado en el estudio y la compresidon de la
microbiota de la cavidad oral.

Comensales de la cavidad oral

En 1863 el microscopista Anthony van Leewenhoek dio a conocer a este nuevo mundo en miniatura.
Desde entonces, estos microrganismo se han convertido en un desafio para los investigadores, debido

a las dificultades que han encontrado para identificar y caracterizar a la microbiota a (8). Los
seres humanos poseen una microbiota oral dominada por bacterias anaerobias, d e ero de
bacterias en la cavidad bucal es de alrededor 10! bacterias/g de placa dental y $0°bac ml de

saliva(9,10).

Estudios poblacionales han utilizado técnicas gendmicas basadas en mi
han confirmado que los principales phylum aislados en la cavidad ora

arrays delfgen 16S rRNA y
irmic , Proteobacteria,
géneros bacterianos
presentes en ella son: Streptococcus, Actinomyces, Veillo icterium, Porphyromonas,
erium, Capnocytophaga,
Eikenella, Leptotrichia, Peptostreptococcus, Staphylocacc ionibacterium. Siendo los mas
frecuentes Prevotella, Selenomonas y Streptococc [tima se ha reportado como el
género preponderante a nivel de esta cavidad enciado mas de 16 especies de esta
bacteria, siendo las mas frecuentes S. mutans, termediu$ S. oralis y S. sanguinis (12,13).

Otras investigaciones basadas en la pj cion del gen 16S rRNA han estudiado a las
comunidades bacterianas con capacidad d itratos a nivel oral, y han demostrado que los
géneros bacterianos mas frecue ente inW@lUcrados en la reduccién nitratos son: Veillonella,

Actinomyces, Rothia, Staphylo us Propionibacterium. Ademas han identificado al género

Veillonella seguido de Actin o reductores de nitratos mas frecuentes en la cavidad oral
®

(14).

La mayoria de estos roo [ s exhiben en la cavidad oral una capacidad simbidtica y una

relacion con el h e a‘en beneficios mutuos, como es el no causar danos a nivel oral y
ciongsficomensales puedan mantener a las especies patdgenas en jaque al no

a las superficies mucosas (8).

En las ultimas décadas se han disefiado técnicas moleculares de analisis que no dependen del cultivo,
como son los métodos basados en el estudio del gen 16S rRNA, el cual estd presente en todas las
bacterias y es lo suficientemente conservado como para poder alinear de forma precisa las posiciones
homologas de unas especies con otras y ademas, poseen la suficiente variabilidad en determinadas
regiones para llevar a cabo los estudios filogenéticos. Por lo tanto el analisis de esta secuencia genética
tiene una gran relevancia en el desarrollo de la taxonomia moderna de las células procariotas (15).



Ademas el continuo desarrollo de las técnicas de secuenciacién masiva han permitido el desarrollo de
la meta gendmica y la construccidn de bases de datos a través de la secuenciacion directa de DNA. Por
lo tanto, este tipo de plataformas son un método idéneo para un sin fin de estudios a gran escala
imposibles de abordar con ningln otro tipo de tecnologia existente hasta la fecha debido al enorme
costo que ello supondria (6).

Los avances de la era gendmica han proporcionado a la comunidad cientifica datos concretos para mas
de 600 especies bacterianas presentes en la cavidad oral. Uno de los grandes desafios para esta
comunidad es construir una base de datos de los microorganismos presentes en esta idad, la cual

seria una herramienta valiosa para la identificacién correcta de las bacterias que esta das en
complejas biopeliculas orales y comprender asi su potencial genético (16). Esta ba faun
instrumento que proporcionaria informacién dinamica no solo de las caracteri; icas,, sino
gue ademads nos daria informacién fenotipica, gendmica y clinica involucr n, gracias a

la secuenciacion 16S rRNA y a herramientas BLAST(16).

Con la llegada de la préoxima generacién de secuenciacion (NGS), ores tendran en sus
manos herramientas que permitan perfilar esta microbiota y as a profundidades sin
precedentes, generando asi, un crecimiento casi expanenci microbioma oral, en donde

7

la comprensidn de este desbordamiento de datos seguird sieado afio y nos llevara en algun
momento a desentrafiar no solo el microbioma, si

interactoma en la via oral(17).

Papel de la metagendmica en la patolog

La aplicacion de técnicas gendmica i *nerar nuevos conocimientos sobre la relacion entre
la microbiota, la salud dental y la en la cual se piensa que los factores que tienen un
impacto directo en el desarrg

adores bacterianos primarios como S. gordonii, S. sanguinis y S. mitis. Ademas, la
la biopelicula implica la adicién de colonizadores tardios formados principalmente por
anaerobios y bacterias Gram negativas (18,19).

Recientemente la clonacién y secuenciacion del gen 16S rRNA, se ha utilizado para caracterizar las
biopeliculas de cavidad oral y ha permitido identificar en estas estructuras, comunidades microbianas
de mas de 700 biotipos e inclusive dominios de bacterias o Arqueas. A partir de estos datos gendmicos
se conoce que una biopelicula puede estar compuesta por 691 taxones de los cuales 344 estan
identificados, 112 han sido cultivados pero aun no identificados y 232 de estos filotipos todavia no son
cultivados (16,17).



La secuenciacién de estos taxones orales ha permitido demostrar que los miembros mas
representativos de todas las especies investigadas son: S. mutans, S. oralis, S. sanguinis, S. salivarius, A.
naeslundii y P. gingivalis, siendo ésta una caracteristica comun de las bacterias comensales a nivel oral
(20,21).

También es importante mencionar que otros estudios basados en la piro secuenciacién del gen 16S
rRNA en individuos con placa dental, han demostrado que la caries dental en estos pacientes se ha
relacionado con otros géneros bacterianos como Dialister, Oligotropha, Basfia, Parvibaculum vy
Syntrophus (22).

Por lo tanto, la metagendmica es una herramienta basica para el entendimiento
dado que ella nos permite dilucidar si estos cambios que predisponen a la enferme
en el huésped o por el contrario a nivel microbiano. En conclusidn, estas téc
convertirse a futuro en un biomarcador mas importante de enfermedad

Discusion

Es de resaltar que los avances en técnicas gendmicd®no
nunca antes estudiados y que eran desconocidos hasta &ste

entendimiento de estas comunidades microbianas 0 rmiten construir bases de datos de
los microorganismos que estdn alojados en la i ral 0 que también se convierten en una
estrategia relevante a la hora de entender la pat@logia nos pondria un paso por delante de esta.

Permitiendo de esta manera impactar en ofal de nuestros pacientes.

Aunque sabemos que aun nos falta un largo por recorrer en el conocimiento de este fascinante
mundo microbiolégico, el avance ico en tégnicas omicas nos garantiza que en un futuro cercano
se podrian concretar proth deWmeta gran escala. Aunque somos conscientes en que
comprender toda la migrobic na es casi comparable al entender cdémo funciona el universo.

\ Conclusiones

genomica haimpactado de tal manera a la ciencia que ha hecho posible generar
able®para la humanidad en décadas pasadas, como lo es el proyecto microbioma
itird a nivel de la cavidad oral analizar y comprender las complejas comunidades

e interacei de los microorganismos de esta microbiota.

En la actuali
proyectos,in

Las técnicas gendmicas también permitirdn conocer cémo se da la interaccidén entre el sistema inmune
del huésped con la microbiota oral y explicar su relacién con la salud o la enfermedad oral. Este
conocimiento llevard a los odontdlogos a convertir al microbioma oral en una herramienta clinica
habitual para conocer la susceptibilidad de sus pacientes de padecer ciertas enfermedades orales.

El estudio del metagenoma de la microbiota no solo de la cavidad oral es clave para la creacién de
herramientas diagndsticas y terapéuticas que repercutiran en la calidad de vida de los pacientes. Es por



esto que Gilbert et al concluyen, “debemos mirar lo mas pequefo e ignorado para entender nuestro
futuro en este planeta” (7) (25).
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