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Historia de la microbiologia oral
(1632-1723)
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Kruif. Cazadores de Microbios 1926. Lamont et al. Microbiologia e inmunologia oral 2015.



Historia de la microbiologia endoddncica
(1890-1910)
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° En 1910 William Hunter (meédico londinense) aseguro que
diversas enfermedades cronicas se curaban después de

eliminar el foco de infeccion.

* Publico un libro que centro el interés en los dientes infectados,
describiendo a las coronas de oro como un foco de infeccion.

“A mausoleum of gold over a mass of sepsis”

Lamont et al. Microbiologia e inmunologia oral 2015.



Tratamientos endoddncicos
(1900-1932)
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Rosenow en 1909 describelarteorar derlasinteccion  foca
provecando’a traveside una :)aceram]a Unifocorde infeccioniartiticiallentun
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impulsando la exodoncia.

* Coolidge y col. 1932, mostraron la necesidad de un mayor respeto por los
tejidos periapicales “En la era de la investigacion biologica”

* Mediante técnicas de asepsia para el tratamiento endodoncico, el Dr.
Louis Grossman demostro la carencia de crecimiento bacteriano en
cultivos de dientes previamente tratados.

Lamont et al. Microbiologia e inmunologia oral 2015.



Descubrimiento de la estructura del DNA

Rosalin Franklin

Watson ]JD, Crick FH. Nature 1974. Maurice Wilkins



Microbioma oral humano
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The NIH Human Microbiome Project Genome Research 2009; http://www.homd.org, Paster & Dewhirst. Periodontol 2000 2009.



Filogenia de las especies

Archaea

Bacteria

http://tolweb.org/tree/phylogeny.html

MICreOrganismos
ntes en la cavidad oral?

¢Porquée los microorganismos estan
presentes?

¢Como se pueden identificar si hay
algunos que no son cultivables?

¢Cual es su organizacion espacial?



http://tolweb.org/tree/phylogeny.html
http://tolweb.org/tree/phylogeny.html
http://www.homd.org/modules.php?op=modload&name=HOMD&file=index&taxonomy=1

.Qué microorganismos estan presentes en infecicones pulpares?

Bacteria

http://www.hybridmedicalanimation.com/
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[\ll H O M D Human Oral Microbiome Database

Métodos ~700 especies Relacion como
moleculares bacterianas: perfiles
independientes | 35-507% microbiologicos
del cultivo no-cultivables salud - enfermedad

400 especies
descritas en la base HOMD con 707 15 PhYlum
de HOMD (58%) T Bacteriay 1

Archaea

Promueve a la comunidad cientifica informacion exhaustiva de géneros y especies bacterianas
cultivables y no cultivables de la cavidad oral, asi como su relacion con el proceso de salud —
enfermedad y con infecciones de tipo endogena.

http://www.homd.org, Paster & Dewhirst. Periodontol 2000 2009.


http://www.homd.org/
http://www.homd.org/

Filogenia de las especies de la cavidad oral
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TABLE 1. Phylogenetic distribution of 619 taxa in HOMD version 10

No. (%) of:
Phylum . s Unnamed Unnamed
Taxa Named species cultivated taxa® uncultivated taxa

Bacteria

Firmicutes 227 (36.7) 120(52.9) 45 (19.8) 62 (27.3)

Bacieroidetes 107 (17.3) 39 (36.4) 27(25.2) 41 (38.3)

Proteobacteria . 96% 106 (17.1) 70 (66.0) 9(8.5) 27 (25.5)

Actinobacteria 72 (11.6) 37(51.4) 25(34.7) 10 (13.9)

Spirochaetes 49 (7.9) 11(22.4) 3(6.1) 35(71.4)

Fusobacteria _| 32(5.2) 12(37.5) 4(12.5) 16 (50.0)

™7 = 12 (1.9) 0(0.0) 0(0.0) 12 (100.0)

Synergistetes 10 (1.6) 2(20.0) 0(0.0) 8 (80.0)

Chlamydiae = 4% 1(0.2) 1 (100.0) 0(0.0) 0 (0.0)

Chloroflexi 1(0.2) 0(0.0) 0(0.0) 1 (100.0)

SR1 - 1(0.2) 0(0.0) 0(0.0) 1 (100.0)
Archaea

Eurvarchaeota 1(0.2) 1 (100.0) 0(0.0) 0 (0.0)
Total 619 (100) 293 (47.3) 113 (18.3) 213 (34.4)

ichig buccalis

Fusobacterium clone RO02
Fusobacterium clone 1035

. Fusobacteri
Fusobacterium nucleatum ss nucleatum usobacteria

Fuconharte ritm animialic
mitis

Streptococcus mitis biovar 2
Streptococcus strain H6
Streptococcus sanguinis
Streptococcus cristatus
Streptococcus parasanguinis

Streptococcus anginosus
Streptococcus constellatus

Streptococcus infermedius

adiacens
— Gemella haemolvsans

L Gemella morbillorum
— Micromenas micros

— Micromonas clone FGO14
[ clone CK035

Firmicutes

——— Eubagierium saphenum

Lilifactor alocis

Eubacterium brachy
"l:ﬁ'ubaca‘erium sulci
Eubacterium clone PUS9,170

Catonella morbi

Dewhirst et al. ] of Bacteriology 2010, http://homd.org.

Eubacterium clone AO068

Biahsmr pnedmosintes
ialister invisus

Vejllonella parvula

Anaerococcus geminalus
Selenomonas strain GAA 14

Selenomonas sputigena
I—l_ESelenomonas infelix
Selenomonas noxia

Lrevineig iannerie
Prevotella nigrescens

[
Prevotella denticola
l'l_ Prevotella oris




Métodos de identificacion
(Fenotipica)

macroscopicas

Medios de
cultivo

Pl Morfologia

de colonia

Motilidad

Cianobacteria
8x50um

Streptococcus
0.5 - 0.8pum diametro

@@

Bacillus
0.5-4pmx <15um

=

Treponema
0.2 x6-14um
WYAVAVAVAVAY)

A. israelii

0.7- 0.9um diametro

Madigan et al. Biologia de los microorganismos 2009, Slots et al. Methods for the study of oral microorganisms 1992, Samaranayake et al. Essential Microbiology for

Dentistry 2006.



Microscopia
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Porphyromonas gingivalis ~E. féeca/is en tdblﬂos dentin.arios Parvimonas micra Candida albicans

Pérez, S. Compendio ilustrado de especies bacterianas de la cavidad oral humano 2011. http://goo.gl/MtiXzD. Tennert et al. BMC Oral Health 2014. http://goo.gl/poZeue.
Dongari-Bagtzoglou. PLoS One 2009.




Microscopia
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gerunarbiopelicularder72Zhiin-vitrorde
Enterococcus: faecalis recuperadar de
dentina y gutapercha de un diente

axtraido por fracaso endodoncico

gelfconductorad

E. faecalis infection

Colonizacion por levaduras (Candida
albicans) en el conducto radicular de
diente extraido con lesion
perirradicular.

Tennert et al. BMC Oral Health 2014. Siqueira. Oral Surg Oral Med Oral Pathol .Ofal Rddwj End;)d 2004A



Técnicas de identificacion microbiana
(Genotipicas)

*  Secuenciacion 16S rRNA

Zijnge et al. Plos one 2010, Amann et al. Microbiol Res 1995, Palmer ] Bacteriol 2003.



Técnicas de identificacion geneética
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P. micra (yellow)
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Primaria Microcolonias Bacteriana

CFB-cluster (red) 3 s53H% -y
Prevotella sp. (yellow) P endodontalis (yellow) . 1t P, intermedia (yellow)

Zijnge et al. Plos one 2010, Amann et al. Microbiol Res 1995, Palmer ] Bacteriol 2003.



Técnicas de identificacion geneética
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Munson et al. ] Clin Microbiol 2004, Van de Peer et al.
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Nucleic Acids Res 1996, Chakravorty . ] Microbiol Methods 2007.
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Hibridacion DNA-DNA técnica de Cherckerboard
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' A. naeslundii |
' S. constellatus

E. nodatum
| P, gingivalis

A. actinomycetem.
| n F. nuc. ss vincentii
C. rectus

(Analisistsimultaneorderuni granfnumerordemuestyas | o obobbues punefint )i
. e P, micros
enun panel’de 40'especies bacterianas TIT
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' ' V. parvula

' ' i A. naeslundii Il
' S. anginosus
. S. sanguis
L A. gerencseriae
' S. oralis

C. ochracea

A. israelii
S. intermedius
T. denticola

Permite semi-cuantificacion gracias a sus estandares
mixtos bacterianos (10° 10° células) .

P, nigrescens

A. odontolyticus

F. nuc. ss polymomphum
C. showae

F. periodonticum

i
[ i
'.-..- o’lx i N. mucosa
‘N [ a0 F. nuc. ss nucleatum
.

C. gingivalis
S. gordonii
T. forsythia

S. noxia
P, acnes
P. melaninogenica
S. mitis
E. comodens
g. morbillorum

. sputigena
L btegcglis
C. gracilis
P, intermedia

Util para describir perfiles microbianos y determinar
el papel bacteriano en salud y enfermedad

‘,-1 by e}
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Almaguer et al. Revista Odontologica Mexicana 2005, Ximenez et al. J Clin Periodontol 2006, Mager et al. ] Clin Periodontol 2003.



Placa dentobacteriana subgingival y enfermedades periodontales

AN

V. parvula
A. odontolyticus

S. mitis J

S. oralis
S. sanguinis

VN

Streptococcus sp. P. gingivalis
S. gordonii T. forsythia
S. intermedius T. denticola

o

Enfermedades Periodontales
> Patogenos y Patogenos putativos
< Actinomyces

A, actinomycetemcomitansb

Socransky et al. J Periodontol 1998, Socransky et al. Periodontol 2005.




Placa dentobacteriana subgingival y enfermedades periodontales

selologlz da 23 aniarmadedas oariodasyizlas, asiraenzmanga

[E1aGI0N a0 ICONNNTECCIONESIENUOEPENOH ONTAIES

MICTORIOTANESPECIICAENNNCIVIGUOSISIStEMICAMENTEISANOS).

Salud periodontal Periodontitis crénica

No agrupados
3.4% No agrupados
2.6%

Enfermedades Periodontales
> Patogenos y Patogenos putativos
< Actinomyces

Ximenez-Fyvie] Clin Periodontol 2006 ay b.




Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

DS 3 5'
UUBILBDIE DI
DNA 5' 3!
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PCR multiplex V1i-V2 ULV
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Olsen et al. Microbial Ecology in Health and Disease 2009, Paster et al. Periodontol 2000 2009, Lilo et al. J Clin Microbiol 2004.



Secuenciacion
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Strand to be sequenced

Sldentificacion deNregioNESNESPECITICaSNCon prw]o %ﬁﬁﬁg‘ﬁgﬁ

J’)(J'g =) J_J'JJ'J r]f]“,]“]_)]'] “J'_) IJ,J'-)“_/_J" a)e I)'Jr‘]’_j ‘ .”,JIJ,J The process is repeated adding one nucleotide at a time and imaging in between.
J ~.J et \J\ J = -

\ \ RN
g s g o .
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\ "'- . Y a CJ"_, AN »4 \: o} 3 :

° Genera fragmentos de DNA de diferentes

longitudes separados por electroforesis
De nueva generacién (NGS) Computers are then used to detect the base at each site in each image and these are used to

construct a sequence.

l qgr[rj(ﬁtr;

* Tecnologia de mayor rendimiento para el analisis
genomico microbiano

9" 30, Yo I o .o  .J0 . i’ 3 .
VY Y O v N o] VY Oy O

Olsen et al. Microbial Ecology in Health and Disease 2009, Madigan et al. Biologia de los microorganismos 2009.



Etiologia de las infecciones pulpares y periapicales

IAGHESION . . |

A Colonizacion . ]
\Viicrobiana - i
jnvasion ' |

- Proliferacion Biopelicula intraconducto
Necrosis del tejido
. - - Biomaterial foco infeccioso
Diseminacion a periapice

Mediadores de la inflamacion

Destruccion de los tejidos periapicales

Biopelicula extraradicular

Biopelicula periapical

Trowbridge. Quintessence publishing Co Inc 2002; Coheny col. Vias de la pulpa 2011.




Microbiota de las infecciones pulpares y periapicales

Actinomyces radicidentis

Fusobacterium periodonticum

Propionibacterium acnes

Gemella morbillorum

Propionibacterium propionicum

Granulicatella adiacens

Pseudoramibacter alactolyticus

Anaeroglobus geminatus

Olsenella uli

Pyramidobacter piscolens

Campylobacter gracilis

Parvimonas micra

Slackia exigua

Campylobacter rectus

Peptostreptococcus anaerobius

Solobacterium moorei

Catonella morbi

Peptostreptococcus stomatis

Centipeda periodontii

Porphyromonas endodontalis

Dialister invisus

Dialister pneumosintes

Prevotella baroniae

Streptococcus sp.

Treponema lecithinolyticum

Eikenella corrodens

Prevotella intermedia

Treponema maltophilum

Enterococcus faecalis

Prevotella multisaccharivorax

Treponema parvum

Filifactor alocis

Prevotella nigrescens

Fusobacterium nucleatum

Prevotella tannerae

Treponema socranskii




Etiologia de las infecciones endo - periodontales

S aSHnNTEcCIoNEsTPUIparesiy peHodontales

tienen  relacion™ " por  lask conexiones

anatomicas y vasculares existentes en

el periodonto y la pulpa como es a través N i
foramenes apicales vy

conductos laterales

Foramen

Sunitha V R. J Conserv Dent 2008.



Etiologia de las infecciones endo - periodontales

Primary Endo Primary Perio

FaSNNTECCIONESTPUIparestysperodontales
tienen relacion’™ “port1asT conexiones
anatomicas y vasculares existentes entre
Bl periodonto VvV 1a pulpa como es a traves

de los foramenes apicales y de los
conductos laterales

Secondary Perio Secondary Endo Combined Lesion
Vias para el intercambio de agentes \ r& ]
nocivos entre los dos compartimentos b
tisulares cuando uno o ambos tejidos
estan enfermos

Sunitha V R. J Conserv Dent 2008.



Etiologia de las infecciones endo - periodontales

UNAM
1904

Dentinal Tubules Lateral & Accessory Canals Apical Foramen

ANATOMIC
{LCONSIDERATIONS

/

Live pathogens E=== Fungi

N

PERIO

Poor endodontic treatment

ENDO
LESION

Agents
Non living e -
CONTRIBUTING ETioOLOGIC etiologic agents BNl |ntrinsic

FACTORS FACTORS

Developmental
Malformations

Extrinsic

Agonts

Sunitha V R. J Conserv Dent 2008.



Microbiota de las infecciones endo - periodontales

Género Conducto radicular (%)  Bolsa periodontal (%)

Streptococcus 2,65 26,10
Peptococcus B 0,58
Peptostreptococcus 11,78 564
Eubacterium 13,82 .79
Propionibacterium 540 0,21
Actinomyces 435 15.7
Prevotella 317 2,44
Porphyromonas | 2,98 10,51

De Kobayashi y cols, 1990",

Kobayaski. Imernattonal Endodoittit Journal 199o0.



Bacterias no cultivables de infecciones periapicales

Nuevas especies bacterianas

Atopobium genomosp. C1

Synergistes oral clone BHO17

Bacteroidetes oral clone X083

Synergistes oral clone W028

Desulfobulbus oral clone R0O04

Synergistes oral clone W090

Lachnospiraceae MCE7_60

TM7 oral clone 1025

Synergistes oral clone BA121

Abusleme. The ISME Journal 2013.

TM7 oral clone AHO40

3

Streptococcus constelfotus OT 57
3 2 : '
Lowtropla mirobilis OT 022 treptococcus sp, (OT 071 ;
Porvimonas sp. (P. micra OT 111)\,_Bocteroidetes (G-3] sp. ™\
Corynebocterium motruchotil OT 666 Bocteroidetes [G-1] sp. OT 272 or 280
Tannerella forsythio OT
Compylobocter grocilis OT 623 Porphyromonas endodontolls OT 273 A
Porphyromonas pingivalis OT 619 "“"““"‘wsu““‘"‘
Eikenelia corrodens OY 577 Treponemeo socronskii OT 769 )
Treponema maltophilum OT 664
Veillonello Treponema lecithinolyticum OY 653 : :
or 161 ™7 (G-5] 5p. OT ——TM7(G-1) 3p. OT 349 mm
1
Fusobocterium sp. (£, nuckeotum :
Rothio sp. (R. dentiocariosa OT 587)* “mh‘;’mm’ Mmm”w:x ‘(’:ﬂ mmwomost‘:m :
Actir yces sp. (Actir Y -;tp.O‘lI?o) Fusobocterium nucleotum ss. ,,m”-(mm

vincentii OT 200

unclossified Pasteurelioceoe
(Haemophilus sp. OT 826)
Psewdomonas sp.
(P. prevdoaicaligenes OT 740)

Rothio sp. (R. dentiocariosa OT 587)*
\sammww.ummem

\cmmmmmsu

v
Periodonto sano

X

TM7 [G-1] sp. OT 346
Mogibocterium timidum OT 042

Veitlonellaceae [G-1] 3. (OT 145) Selenomanas sputigena OT 151 g neroisretes (G-3) 5p.
Fusobocterh Synergistetes [G-3] sp. (OT 362) oT 361
nucleatum\ ¢ o oistetes [G-3] 5p.0T 363 Desulfobufbus sp. OT 041

unclassitied Clostridiofes

Synergistetes [G-3] sp. (OT 360)
Peptostreptococcaceoe [XIN[G-1] sp, OT 113
Peptostreptococcaocece [XI)[G-2] sp. OF 091
Peptostreptococcacece [X1)(G-4] sp. (OT 369)
Evbocterivm [X1)[(G-5] sophenum OT 759

Peptostreptococcus
stometis OT 112

Eubocterium [X1)[G-6)

Eubacterfivm [X1)[G-3] brochy OT 557 minutum OT 673
Ewbacterium [X1)[G-6] nodotum OT 694
Lachnospirocece [G-8) sp. OT 500
1 : A
e o s 5. 01373
Psewdoramibocter alactodyticus OT 538

%

Periodontitis

Siqueira y col. J Clin Microbiol 2005; Nastri y cols. Acta Odontol Latinoam 2011; Vianna y cols. J Clin Microbiol 2006.




Microbiota en cavidades de dientes vitales con pulpitis

LEeMPIanos

Enlasicamaras pulparesicerradas predominan anaerobios
facultativos en'un 70-80%, como son:

Vaillonzlle gcryile

EUDOCtEYIUImNSY

Prevotella’ sp.
Peptostreptococcus sp.

Fusobacterium sp.

Narayanany cols. ] Conserv Dent 2010; Siqueira y col. J Clin Microbiol 2005; Nastri y cols. Acta Odontol Latinoam 2011; Vianna y cols. J Clin Microbiol 2006.




* Las necrosis pulpares son infecciones ocasionadas principalmente por aerobios estrictos,
anaerobios facultativos o microaerofilicos

* Especies mas cominmente encontradas son:

Peptostreptococcus sp., Fusobacterium sp., Prevotella sp.
Veillonella parvula, Actinomyces sp. y Lactobacillus sp.

* En el tercio apical se han localizado:

Camphylobacter rectus, Eikenella corrodens y Capnocytophaga sp.

Siqueira y col. J Clin Microbiol 2005; Nastri y cols. Acta Odontol Latinoam 2011; Vianna y cols. J Clin Microbiol 2006.



Microbiota en cavidades de dientes con necrosis pulpar

Frequency of detection of novel species/phylotypes in primary or persistent endodontic mnfections as revealed by 165 tRNA gene-based nested or

heminested PCR
Species or clone(s) Primary endodontic infections (no. of untreated tmar]]]E Persistent endodontic infections (no. of root-filled tmar]]]E
Dialister invisus 17/21 (81} 322(14)
Synergistes oral clone BA121 721(33) 1/22(4.5)

Olsenella uli 7/21(33) 1/22(4.5)

Synergistes oral clones BHO17/D084 6/21(29) 0/22(0)

Synergistes oral clone W090 5210(24) 0/22(0)
Actinobaculum oral clone EL030 321(14) 0/22(0)
Desulfobulbus oral clone R004 3I21(14) 0/22(0)
TM7 oral clone 1025 2/21(93) 0/22(0)
Olsenella profissa 2/21(9.5) 0/22(0)
Prevotella pallens 2/21(9.5) 0/22 (0
Atopobium parvulum 1/21(3) 0/22(0)

Synergistes oral clone E3_33 1/214(3) 0/22(0)

Siqueira y col. ] Clin Microbiol 2005; Nastri y cols. Acta Odontol Latinoam 2011; Vianna y cols. ] Clin Microbiol 2006.



Microbiota en cavidades de abscesos periapicales
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SPEcIes comunmente encontradas son:

EUsopacternumnucieatum subss Vincentin

Treponema socranskii

Enterococcus faecalis

Campylobacter gracilis

Sassone LM. ] Endod 2008; Siqueira y col. Clinical Microbiology Reviews 2013.

M Bacteroidetes M Proteobacteria M Spirochaetes Unclassified
Fusobacteria M Actinobacteria WM Synergistetes WM Firmicutes

Flynn et al.
J Oral Maxillofac Surg 2012;70: 1854-1859

Abscesses (aspirates)

Cases:9

25 species/phylotypes

24% as-yet uncultivated

7.4 species/phylotypes per pus aspirate

Riggio et al.
Oral Surg Oral Med Oral Pathol
Oral Radiol Endod 2007;103:610-7

Abscesses (aspirates)
Cases: 4

29 species/phylotypes
48% as-yet uncultivated



Microbiota en fracasos endodoncicos
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cterianas aisladas:

Enterococcus faecalis

Peptostreptococcus propionicus

* E. faecalisy C. albicans toleran un pH cercano a 12 por su
resistencia a la alcalinidad (medicacion con hidroxido de
calcio)

Tennert et al. BMC Oral Health 2014. Siqueira. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2004



Otros microorganismos relacionados con infecciones endo - periodontales

Hongos Virus Arqueas

Citomegalovirus humano

(CMVH) Methanobrevibacter oralis

Candida albicans

Candida glabrata Virus de Epstein-Barr (VEB)

Candida guilliermondii

Candida parapsilosis

Candida tropicalis

Geotrichum candidum

Saccharomyces cerevisiae

Narayanany cols. ] Conserv Dent 2010; Siqueira y col. J Clin Microbiol 2005; Nastri y cols. Acta Odontol Latinoam 2011; Vianna y cols. J Clin Microbiol 2006.




Resumen

Especies bacterianas cultivables y no cultivables, se encuentran implicadas en el equilibrio de salud
oral, asi como en infecciones intraorales como son las endo — pulpares.

El mayor avance en diagnostico de enfermedades infecciosas, asi como del papel que juegan las
bacterias comensales, depende en gran medida del avance de la tecnologia, sin dejar a un lado las
técnicas microbiologicas tradicionales como son microscopia y métodos de cultivo.




Resumen
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Los' microorganismos presentes pueden encontrarse en formal de biopelicula’ intraconducto
raradicular, periapical, o como del foco infeccioso, y

respuesta inmunologica del huésped y por consiguiente la evolucion de la infeccion.

A pesar de la aplicacion de técnicas moleculares en la identificacion de la microbiota en los distintos
tipos de infeccion pulpar, no existen perfiles microbioldgicos muy bien definidos para cada una de

las clasificaciones, particularmente necrosis pulpar y sus derivadas.




Conclusion

S Larimplementacion’ der tecnicask molecularess para™ identificars un- mayor
numero de especies del microbioma’ oral’ humano, deben ser con Ia
finalidad de llegar a la identificacion de perfiles microbiologicos que
permitan un mejor entendimiento del las infecciones endogenas mixtas

como son las endo — pulpares.
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