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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evalu6 el microbioma oral obtenido de la saliva
antes y después de la aplicacion de una crema con triclosan. Cinco sujetos de estudio fueron
escogidos con un indice de CPOD bajo donde fue recolectado una muestra de saliva y el
cepillo dental para procesamiento microbiolégico, luego se dio la pasta con triclosan y se
recolecto nuevamente una muestra de saliva y el cepillo dental.

A la muestra de saliva se le extrajo el ADN que paso por un proceso se secuenciamiento
usando la subunidad 16S. Los cepillos dentales fueron procesados microbioldgicamente en
caldo sacarosa con bacitracina e incubados por 5 dias para poder observar la formacion de
colonias en las cerdas de Streptococcus mutans.

Resultados: Antes del uso de la crema con triclosan encontramos las siguientes bacterias:
Streptococcus  parasanguinis, Okadaella gastrococcus, Streptococcus  sanguinis,
Streptococcus oralis, Streptococcus australis , Streptococcus mitis, Enterococcus faecalis,
Streptococcus dentisani, Streptococcus gordonii, Streptococcus rubneri, Streptococcus
tigurinus, Streptococcus genomosp, Uncultured streptococcus, Streptococcus tangierensis,
Streptococcs suis,  Streptococcus  cristatus, Streptococcus sinensis,  Streptococcus
oligofermentans, Streptococcus iniae, Swine manure, Streptococcus hyointestinalis,
Streptococcus oricebi, Streptococcus pneumoniae.

Después del uso de la crema con triclosan encontramos las siguientes bacterias:

Streptococcus rubneri, Streptococcus sanguinis, Streptococcus tigurinus, Streptococcus mitis,
Uncultured streptococcus, Streptococcus australis, Streptococcus tangierensis, Streptococcus
suis, Streptococcus gallinaceus, Streptococcus cristatus, Streptococcus sinensis,
Streptococcus oligofermentans, Swine manure, Streptococcus oricebi, Streptococccus ovis,
Streptococcus minor, Streptococcus devriesei, Streptococcus parauberis, Enterococcus
faecalis, Streptococcus porci, Streptococcus plurextorum, Streptococcus Henry, Streptococcus
alactolyticus, Streptococcus Anginosus, Streptococcus milleri, Streptococcus massiliensis,
Streptococcus cuniculli, Streptococcus azizii, Streptococcus moroccensis.

Los resultados de los cepillos dentales mostraron que hay una significativa reduccion de las
bacterias después de la aplicacién de la pasta con triclosan.

Conclusion: La pasta triclosan baja el nimero de bacterias, pero no las elimina.

Palabras clave: Microbioma, 16S, Triclosan.
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ABSTRACT

In the present research work, the oral microbiome obtained from saliva before and after the
application of a cream with triclosan was evaluated. Five study subjects were chosen with a
low CPOD index where a saliva sample and toothbrush were collected for microbiological
processing, then the paste with triclosan was given and a saliva sample and toothbrush were
collected again.

DNA was extracted from the saliva sample and sequenced using the 16S subunit. The
toothbrushes were microbiologically processed in saccharose broth with basitracin and
incubated for 5 days in order to observe colony formation in Streptococcus mutans bristles.
Portuguese in Africa is spoken in several African states and is the official language in five of
these: Angola, Mozambique, Guinea-Bissau, Cape Verde, Sao Tome and Principe. There are
Portuguese-speaking communities in most southern African countries, a mixture of
Portuguese settlers and Angolans and Mozambicans who left their countries during the civil
wars.

Results: Before the use of the cream with triclosan we found the following bacteria:
Streptococcus  parasanguinis, Okadaella gastrococcus, Streptococcus  sanguinis,
Streptococcus oralis, Streptococcus australis , Streptococcus mitis, Enterococcus faecalis,
Streptococcus dentisani, Streptococcus gordonii, Streptococcus rubneri, Streptococcus
tigurinus, Streptococcus genomosp, Uncultured streptococcus, Streptococcus tangierensis,
Streptococcs  suis,  Streptococcus  cristatus, Streptococcus sinensis,  Streptococcus
oligofermentans, Streptococcus iniae, Swine manure, Streptococcus hyointestinalis,
Streptococcus oricebi, Streptococcus pneumoniae.

After the use of the cream with triclosan we found the following bacteria:

Streptococcus rubneri, Streptococcus sanguinis, Streptococcus tigurinus, Streptococcus mitis,
Uncultured streptococcus, Streptococcus australis, Streptococcus tangierensis, Streptococcus
suis, Streptococcus gallinaceus, Streptococcus cristatus, Streptococcus sinensis,
Streptococcus oligofermentans, Swine manure, Streptococcus oricebi, Streptococccus ovis,
Streptococcus minor, Streptococcus devriesei, Streptococcus parauberis, Enterococcus
faecalis, Streptococcus porci, Streptococcus plurextorum, Streptococcus Henryi,
Streptococcus alactolyticus, Streptococcus Anginosus, Streptococcus milleri, Streptococcus
massiliensis, Streptococcus cuniculli, Streptococcus azizii, Streptococcus moroccensis.

The results of the toothbrushes showed that there is a significant reduction of bacteria after the
application of the paste with triclosan.

Conclusion: Triclosan paste lowers the number of bacteria, but does not eliminate them.
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INTRODUCCION

El andlisis del microbioma oral utilizando secuenciacion 16s es un método potente que
permite analizar y estudiar la composicion y la variedad de las bacterias presentes en la boca.
El gen 16S ribosomal ARNr es ampliamente utilizado en este tipo de investigacion debido a
su preservacion en las diferentes especies bacterianas y a sus zonas hipervariables que dejan
distinguirse entre ellas.

La secuenciacion 16S trata de ampliar y secuenciar una regién especifica del gen 16S ARNr
actual en el ADN extraido de los especimenes de la cavidad bucal.

Esta area contiene informacion que deja identificar y clasificar las bacterias presentes en la
muestra. Esta perspectiva ha revolucionado nuestra comprension del microbioma oral,
evidenciando la diversidad y complejidad de las comunidades bacterianas presentes en la
cavidad oral.

Este procedimiento ha renovado nuestra comprension del microbioma oral y su funcién en la
salud de la boca, no obstante, es necesario saber que el estudio del microbioma de la boca es
un campo en constante variabilidad y evolucion, es necesario incentivar a realizar mas

investigaciones para entender totalmente su importancia clinica y rehabilitadora.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO TEORICO

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Determinacion del problema

El triclosan es un agente antimicrobiano que se encuentra habitualmente en productos de
cuidado personal, incluido en las pastas dentales, sin embargo, el uso de dentifricos que
contienen triclosén ha sido un tema de interés en el estudio de los efectos sobre el microbioma
oral, ya que su funcion es prevenir la proliferacion de bacterias, uno de los métodos utilizados
para analizar el microbioma es la secuenciacién 16S, que se centra en el gen del ARN
ribosdmico subunidad 16S para identificar y clasificar bacterias.

Al secuenciar la subunidad 16S ARN presente en las bacterias presente en los dentifricos con
triclosén, es posible identificar las especies bacterianas presentes y evaluar los posibles
efectos del triclosan en la composicion del microbioma oral. El gen 16S del ARN ribosomal
es una herramienta fundamental para estudiar comunidades microbianas, ya que esta presente
en todas las bacterias y contiene regiones variables que facilitan la clasificacion e

identificacion a nivel de género y especie.
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1.2.  Enunciado del problema

“ANALISIS DEL MICROBIOMA ORAL USANDO SECUENCIAMIENTO 16S ANTES Y
DESPUES DEL USO DE UN DENTRIFICO CON TRICLOSAN EN ESTUDIANTES DEL
5TO ANO DEL CENTRO ODONTOLOGICO DE LA UNIVERSIDAD CATOLICA DE

SANTA MARIA AREQUIPA 2024”

1.3. Descripcion del problema

1.1.3. Area del conocimiento

= Campo . Ciencias de la Salud
= Area : Odontologia
= Especialidad : Preventiva

= Linea : Higiene Oral

1.1.4. Operacionalizacion de variables

VARIABLES | INDICADORES | CATEGORIAS INSTRUMENTO

Independiente Colgate Cualitativa Colgate total:
triclosan
Pastas dentales
Dependiente Arbol Cualitativo 16S
filogenético

Microbioma oral
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1.1.5. Interrogante principal

o ¢Habra diferencia del microbioma después del uso de la pasta con triclosan?

1.1.6. Interrogantes Especificos

. ¢Cual es el microbioma oral antes del uso de un dentifrico con triclosan?
o ¢ Cual es el microbioma oral después del uso de un dentifrico con triclosan?
1.1.7. Taxonomia de la Investigacion

TIPO DE ESTUDIO
ABORDAJE DISENO NIVEL
Por la técnica de Por inferencia Por el tipo Por el Por la técnica
recoleccion del investigador de dato nimero  de de recoleccion
mediciones
Cualitativo Campo Analitico Numérico | Transversal | Laboratorial | Cuasi- Cuasi-
Experiment | Experimental
al
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1.4. Justificacion

a. Relevancia Cientifica:

Con el presente estudio de investigacion se verificara si existe una reduccion del microbioma
ubicado en el cepillo dental teniendo como muestra el uso de pasta dental con triclosan, con la
finalidad de contribuir con la informacion preventiva para evaluar la eficacia de los dentifricos

en la promocion de una salud oral 6ptima.

b. Originalidad:

Es un estudio original porque no hay estudios en nuestra facultad que hayan podido
determinar el impacto de reduccion del Microbioma del cepillo con el uso de la pasta dental

con triclosan.

c. Interés Personal:

Cooperar en las investigaciones que rinde nuestra universidad relacionada con la preventiva,
para poder tener un mejor manejo y evaluacion de esta, por otro lado mi incentivo es poder

concluir la etapa pre grado en lo que concierne mi carrera universitaria.

d. Viabilidad:

Es posible tener una viabilidad para la obtencion de una poblacion y muestra, ya que el
estudio va dirigido a mis compafieros de 5to afio de la facultad de Odontologia de la
Universidad Catolica de Santa Maria, por lo tanto, podré llevar a cabo un analisis cooperativo

y realizar un estudio de campo.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL

e Determinar la diferencia del microbioma oral, después del uso de la pasta con triclosan.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar el microbioma oral antes del uso de una pasta dental con triclosan.

e Determinar el microbioma oral después del uso de una pasta dental con triclosan.

3. MARCO TEORICO

3.1. Esquema de conceptos basicos

3.1.1 Microbioma

El microbioma de los seres humanos es un ecosistema que esta formado por el hombre y los
microorganismos que en el habitan, estos microorganismos son esenciales para preservar la
salud (1). Con la ayuda del sistema inmunoldgico nos cuidan de patdgenos invasores y
preservan nuestra salud (2).

Se conoce como microbioma a microorganismos que dominan y se establecen de manera
fisiolégica en el ser humano. Se construye desde la genética, edad, dieta y la interaccion con
el medio ambiente, es por eso que cada persona tiene su propio microbioma, este se establece
en diferentes zonas del cuerpo: oral, respiratoria, intestinal, piel, vaginal o tracto urogenital.

El microbioma estd en constante interaccion con el medio ambiente, un cambio en su

composicion o funcionalidad podria producir modificaciones en la respuesta inmune y causar
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enfermedades (3).

La cavidad oral, implica un 25% del microbioma del ser humano y compuesta de dientes,
surco gingival, lengua, mejillas, paladar duro y blando, invadido por bacterias que
mayormente estan presentes como biopeliculas bacterianas, estos ambientes son favorables
para que el microorganismo pueda florecer (4). EI microbioma oral es uno de los microbiomas
mas caracterizados de lo que colonizan al hombre. Con sus diferentes nichos, la cavidad oral
es un entorno muy complejo, ya que diversos microbios colonizan diferentes habitats y su
identidad microbiana que consta de su propia y singular comunidad (5).

E1l” Human Oral Microbiome Database” hay aproximadamente 700 especies procariotas (5).
El microbioma oral fue reconocido por primera vez por el holandés Antony Van
Leeuwenhoek, empleando un microscopio armado por él (4).

El microbioma oral se describe como el genoma colectivo de los microorganismos, ubicado
en la boca. El genoma es el componente genético de un organismo, grupo completo de ADN
4).

Es la segunda microbiota més grande y diversa luego del intestino (5).

El microbioma del ser humano consta de un microbioma central y variable. El central esta en
todos los individuos, por otro lado, el variable es exclusivo segun el estilo de vida y las
diferencias fisioldgicas (4).

La temperatura normal de la boca en promedio es 37 grados centigrados, lo que favorece a las
bacterias un ambiente inalterable para sobrevivir. Por otro lado la saliva tiene un pH normal
de 6.5 a 7, pH favorable para una gran cantidad de bacterias (4).
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3.1.2 Desarrollo del Microbioma Oral

Al nacer el recién nacido, entra en contacto con la microflora del Utero y la vagina durante el
parto, para después entrar en contacto con los microorganismos de la atmosfera al nacer, poco
después empieza la invasion de microorganismos, los invasores principales se les conoce
como especies pioneras, invadido principalmente por aerobios en el transcurso del primer afio
puede incluir Lactobacillus, Streptococcus, Actinomyces, Neisseria y Veillonella (4).

Al iniciar la erupcion de los dientes, los microorganismos pueden invadir las zonas que no se
desprenden, sin embargo, existen mas zonas para la colonizacion después de la erupcion de
todos los dientes.

El incremento de grietas gingivales se establece para la colonizacion de microbios
periodontales. El almacenamiento de placa se puede observar en diferentes zonas del diente,
tanto en superficies lisas como en fosas y fisuras. Con el envejecimiento, con la ausencia de
todas las piezas dentarias, la flora se vuelve similar a la de un nifio antes de la erupcion dental
4).

El origen y evolucion de las comunidades esta dirigida por factores como la adherencia a la
superficie de los dientes o al epitelio, la unién particular de célula a célula como motor para la
formacion temprana de la comunidad de microorganismos que conducen a variaciones en el

entorno es lo que representa el inicio hacia las enfermedades de la cavidad oral (4).

3.1.3 Composicion del Microbioma Oral

En la boca tenemos una amplia gama de microorganismos.

La comunidad de la cavidad oral es compleja y forma un entorno rico con nichos distintivos
que favorecen a un entorno para la colonizacion de los microbios (4).

El microbioma normal consta de bacterias, hongos, virus, arqueas y protozoos, no obstante,
no existe mucha informacién sobre el microbioma fungico.

Se reconocen aproximadamente 700 especies de procariotas, estas pertenecen a 185 géneros,
de las cuales 54% tienen nombre oficial, 14% no tiene nombre, pero pueden cultivarse, y 32%
conocidos como los no cultivados (4).

La lengua tiene abundantes papilas con pocos sitios anaerobicos, este mismo hecho hace que
la lengua pueda albergar una microflora variada.

El microbioma oral tiene la posibilidad de presentar cambios en la composicion por varios
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factores: frecuencia temporal del huésped, dieta, cambios de pH, interacciones entre bacterias,
mutaciones genéticas (4).

Las poblaciones de microorganismos no causan dafio y mantienen un control sobre especies
patdgenas al no permitir que se peguen a la mucosa. Estas bacterias se transforman en
patdgenas al traspasar la barrera, causando enfermedades e infecciones. Los géneros

bacterianos mas importantes que se encuentran en la cavidad oral sana son:

e GRAM POSITIVA:
COCOS: Abiotrophia, Peptostreptococcus, Streptococcus, Stomatococcus .
BASTONES: Actinomyces, Bifidobacterium, Corynebacterium, Eubacterium, Lactobacillus,

Propionibacterium, Pseudoramibacter, Rothia.

¢ GRAM NEGATIVA:

COCOS: Morexella, Neisseriia, Veillonella.

BASTONES: Campylobacter, Capnocytophaga, Desulfobacter, Desulfovibrio, Eikenella,
Fusobacterium, Hemophilus, Leptotrichia, Provetella, Selomonas, Simonsiella, Treponema,

Wolinella.

3.1.4 Funciones del Microbioma Oral

Su fisiologia y ecologia estan profundamente conectadas con las del huésped. El microbioma
repercute en la promocion de la salud o el aumento de la enfermedad, ejerce un papel
importante en el mantenimiento de la homeostasis de la cavidad oral, el cuidado de la boca y
la predisposicién de desarrollo de enfermedades.

Saber la identificacion del microbioma y sus vecinos con los que se comunica son necesarios
para la comprension mecénica.

Por otro lado las comunidades microbianas que estan en otras zonas del cuerpo, realizan
funciones criticas, fisiologicas, metabolicas e inmunolodgicas, que aportan en la digestion de
alimentos, nutricion, generan energia, diferenciacion y maduracion de la mucosa del huésped

y su sistema inmunoldgico (4).

3.1.5 Proyecto del Microbioma Humano
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En el afio 2008, el instituto Nacional de Salud presento el proyecto Microbioma Humano
(HMP), admitiendo la importancia de estudiar el microbioma, el progreso en bioinformatica,
modernizo la capacidad de estudiar em microbioma Humano, de esta manera se pudo lograr
en grandes cantidades mas estudios de la gendmicos y metagenémicos que estudian y analizan

la funcion de los microbios en diferentes ecosistemas (4).

El proyecto del Microbioma Humano recopila un protocolo no invasivo para tomar patrones
del microbioma de la cavidad oral (5).

Al entender que mas del 99% de los microbios no podian cultivarse de una manera sencilla, se
empez0 a desarrollar enfoques para estudiar los microorganismos, mayormente a través de la
secuenciacion del gen del ARN ribosémicol6S que permite evidenciar la diversidad del

componente bacteriano del microbioma oral (5).

Este procedimiento no facilita informacion necesaria para detectar microorganismos 0 virus

eucariotas.

3.1.6 Base de datos del Microbioma Oral Humano

La base de datos del Microbioma Oral Humano (HOMD), provee un almacenamiento de
secuencias de genoma de bacterias orales y un sumario prolijo que trata de descripciones de

taxones de bacterias orales, un instrumento de identificacion de ARNr 16S. (4)

La base de datos del Microbioma Oral Humano se crea con el propdésito de brindar
informacion completa a los grupos cientificos. EI HOMD abarca informacién de alrededor de
772 especies procariotas, un 70% es cultivable y el restante (30%) pertenece a la clase de

microorganismos no cultivables (4).

3.1.7 Genoma

Es el elemento genético de un organismo, es el ADN completo, incluyendo todos los genes
4).

El ADN contiene una conformacion bicatenaria vigente en el interior del nlcleo que manda
toda la data gendmica heredada (6).

La gendmica y la transcripcién proveen la secuenciacion del ADN (7).
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La secuenciacion del genoma completo se investigd hace muy poco tiempo, aunque de una
manera superficial y en una cantidad relativamente menor en la cavidad oral, el microbiota

oral es un gran reto computacional (5).

La forma de investigacion que ha aparecido para identificar la apariencia de microbios en el
cuerpo humano y entender la naturaleza del movimiento del microbioma en la salud y

enfermedad es la metagendmica (4).

e METAGENOMICA

El desarrollo de la genémica actual se puede explicar como el progreso de los conocimientos
de secuenciacion de genomas completos, de esta manera ha generado una nueva forma de ver
el analisis de las poblaciones bacterianas, porque el entendimiento del total de los genes
encontrados dentro del genoma de una especie nos sirve para estudiar caracteres fisiologicos

desconocidos actualmente (4).

La metagenémica es un grupo de técnicas que identifican bacterias que no son faciles de

cultivar.

Ademas, reconocen la variedad genémica de los microbios utilizando el poder de andlisis
gendmico a toda la poblacién de microbios (4).

La parte mas importante de la gendmica es la de brindar la capacidad de describir de forma
global la diversidad genética en las muestras que se presentan, ademas del potencial funcional
por medio de analisis de genes con rutas metabdlicas (4).

El analisis total de genomas se hace formando una biblioteca de clones, de tal manera se hace
la amplificacién por PCR de casi todos los genes y después su secuenciacion, posteriormente
a través de programas informaéticos, las secuencias se ordenan y se forma un &rbol
filogenético, en donde las secuencias quedan unidas en OTUs (unidades taxonomicas
operativas) (4).

En el presente la era molecular nos da acceso para poder reconocer microorganismos a traves

de su huella genética, todo esto a través de la metagendmica (3).

Para poder estudiar el microbioma en una muestra bioldgica, se divide el ADN que es
obtenido, se amplian y se secuencian los genes que codifican para la subunidad 16S, vigente

en todas las bacterias actuales donde su estructura y funcién son firmes a lo largo del tiempo

3).
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e PROTEOMICA

“Proteoma” fue dicho por Marc Wilkins en la fecha de 1994, para explicar que son todas las
proteinas que se encuentran en un genoma, da el perfil de proteinas totales de un

microorganismo o célula (7).

La gendmica junto con la transcriptémica son las encargadas de proporcionar la secuencia de

ADN, los factores reguladores y la expresion del gen (7).

En otras palabras la protedmica es una representaciéon de las proteinas manifestadas in vitro
por un genoma en diferentes condiciones fisioldgicas, lo que nos brinda una vista de los
cambios fenotipicos que soporta un microorganismo en funcién de las situacion en la que
estén (7).

3.1.8 ARNr 16S

En estudios de filogenética y taxonomia el ARN ribosémico 16S es la macromolécula més
utilizada, su andlisis se utiliza para fijar las relaciones filogeneticas dentro de las procariotas,
estableciendo un gran impacto en su evolucion y en resultado su identificacién y clasificacion

bacteriana (8).

Se utilizo la secuencia en métodos de bajo rendimiento para diferenciar cepas, en polimorfos
dentro del gen, los que solo eran de un solo nacleo fueron utilizados para seguir cepas de
importancia clinica (9).

Es un polirribonucleétido (grupo de 13 o mas ribonucleétidos), codificado por el gen ADN
ribosomal, en donde podemos obtener informacién filogenética y taxondmica, esta se expande
en una cadena secundaria con la diferencia que tiene la presencia de segmentos de doble

cadena, junto con cadenas simples (8).

Su analisis se usa para identificar la variedad del microbiota oral, junto a sus relaciones
filogenéticas.

Los genes ribosomales tienden a estar mas aptos que una gran cantidad de los genémicos, ya
que presentan una mayor comunicacion taxonomica que las hibridaciones DNA-DNA (4).

Lo fascinante del gen 16S ARNTr es su potencial para guardar regiones conservadas y regiones
variables que ayudan a distinguir organismos a diferentes niveles filogenéticos, usando
cebadores universales de zonas conservadas a ambos lados del gen (4).

Usando el PCR se puede lograr amplificar el gen 16ARNr, el material amplificado se

secuencia y se confronta con otras secuencias que estan en la base de datos, estas bases
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actualmente incluyen méas de 3 millones de secuencias del gen 16S.

La existencia de una 0 mas secuencias caracteristicas se les conoce como oligonucle6tidos,
son secuencias cortas que se muestran en la mayor parte de un determinado grupo

filogenético, por eso nos ayudan a reconocer a cada bacteria dentro de su grupo (8).

El gen 16S facilita una mejor resolucion taxonomica, el gen 16S de 1500 pb contiene 9
regiones movibles intercaladas a lo largo de la secuencia 16S (9).

Cuando se determina la secuencia de nucle6tidos y se visualizan las comparaciones, sera el
porcentaje de igualdad o similitud entre las secuencias ADNr 16S de dos bacterias lo que
sefiale su relacién evolutiva. No hay que olvidar que gracias al analisis comparativo nos ayuda
a formar arboles filogenéticos, que muestran graficamente la genealogia molecular de la

bacteria, reflejando su posicion evolutiva.

Por otro lado, la comparacion de genomas completos la que brinda una indicacion exacta de

las relaciones evolutivas (10).

3.1.9 Ribosomas

Orgéanulos complejos, que utilizan los organismos para el proceso de sintesis de proteinas, el
coeficiente que presenta el ribosoma bacteriano es de 70S (unidades sverderg), esta se puede
dividir en subunidad grande 50S y subunidad pequefia 30S, estas subunidades estan formadas
de un complejo ribonucleoproteico formado de proteinas ribosémicas y moléculas de ARNr
(8).

El ARNr 16S contiene la subunidad pequefia ademas de 21 proteinas diferentes. Por otro lado
en bacterias, el ARN ribosomal codificado por genes estan compuestos por operones (grupo
de genes que se transcriben desde la misma region promotora) (8).

3.1.10 Aplicaciones de la secuenciacion del ARNr 16S en el diagnostico microbioldgico

La descripcion basada en la secuenciacion del gen 16S se concentra en las cepas cuyos rasgos

para identificarlos resulta imposible, o requiere un tiempo prolongado, incluyendo estos casos

(8).
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e Bacterias no cultivables vigentes en muestras clinicas.

e Bacterias donde sus caracteristicas bioquimicas no se ajustan a las de ningun género

reconocido, ejemplos patdgenos nuevos.
e Bacterias que necesiten requerimientos nutricionales

e Bacterias con un desarrollo lento.

3.1.11 Bioinformatica

Campo que se concentra en el uso de la ciencia de la informacion para solucionar problemas
bioldgicos, es la especialidad que combina matematicas, biologia y informatica. Encargado de
seleccionar, guardar, recuperar y analizar la base de datos. Esta puede auxiliar a la
investigacion en odontologia entender sus vias y mecanismos en diferentes enfermedades
bucales, siempre y cuando se comprenda los sistemas biologicos, algoritmos y estadisticas
(11).

3.1.11.1 Herramientas y técnicas en bioinformatica
e Alineamiento

Es la diferencia de residuos entre secuencias, se logra alineando la secuencia diferente con

una 0 mas secuencias conocidas para pronosticar las porciones comunes (11).

Los residuos parecidos tienen funciones estructurales y funcionales semejantes y son
conservados por la seleccion natural de la evolucion. El alineamiento optimo tiene dos 0 més
secuencias para que coincidan un nimero maximo de residuos similares, estas pueden ser

secuencias de ADN o ARN o de aminoéacidos (11).

Existen dos formas de alineacion de secuencias: por pares (PSA) y secuencias multiples
(MSA).

Por pares (PSA), examina dos secuencias al mismo tiempo, mientras tanto el MSA enfila mas
de dos secuencias relacionadas. EI mas favorecedor es el MSA ya que examina diversos

miembros de una familia de secuencia, aportando mas informacion bioldgica (11).

Las proteinas conocidas como moléculas bioldgicas llevan informacion estructural y eficaz,
por lo tanto, su alineacion de secuencias a nivel de aminoéacidos es mas fundamental.

La alineacion global se hace a través de secuencias con longitud semejante y una alineacion a
lo largo. El alineamiento local se ejecuta para examinar regiones locales semejantes entre las

secuencias, cuando existe una gran desigualdad en las longitudes de secuencias a confrontar,
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e Analisis Filogenético

El arbol filogenético, facilita una representacion visual de la organizacion de ramificacion
esperado de los grupos taxondémicos, también es Util para resolver relaciones entre una
compilacion de virus, bacterias, especies u otros grupos taxondémicos funcionales, cumplen un
papel importante en el reconocimiento de subtipos virales y nuevos subtipos recombinantes,
que nacen de mezclas de subtipos conocidos. Se emplean métodos probabilisticos para
resolver la ramificacion y el espacio entre ramas, las fuerzas como la recombinacion,

seleccion y mutacion perjudican los datos genéticos de un arbol establecido (11).

3.1.12 Pastas Dentales

Los dentifricos, tanto en pasta como en gel son utilizados junto al cepillo dental ayudando a
conservar y regenerar la salud bucal. Su formulacion a evolucionado satisfactoriamente desde
formulaciones con ingredientes simples hasta complejas y modernas. Estos pueden estar
formados para contrarrestar caries dental, enfermedades periodontales, olor desagradable,

erosion, hipersensibilidad de la dentina de los dientes (12).

Los dentifricos mas eficientes son aquellos que estan formados para alcanzar el maximo de

sus funciones, llamadas también pastas modernas (12).

Los dentifricos modernos son importantes para anticipar tanto enfermedades de las encias
como la caries, a esto debemos afadir renovar la remineralizacion dental, prevenir de la
desmineralizacion dental, el manejo de antibacterianos y el descarte eficiente de la placa

dental con abrasivos (13).

3.2. Anadlisis de antecedentes investigativos
3.2.1. Antecedentes internacionales

Titulo: Cambios funcionales en el microbioma oral después del uso de dentifricos que
contiene fluoruro y arginina: un estudio metagenémico y meta transcriptomica.

Autor: Miguel Carda — Diéguez, Rebecca Moazzez, Alex Mira.

Resumen: La caries dental es una de las enfermedades mas prevalentes en todo el mundo

y un cepillado eficiente con un dentifrico que contenga fluor se considera fundamental para
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prevenirla. Los dentifricos que contienen fluoruro se han estudiado ampliamente en relacion
con la resistencia del esmalte a la desmineralizacion. La arginina también se ha propuesto
como un prebiotico prometedor. Aqui presentamos los primeros analisis metagendmicos
(secuenciacion de ADN de toda la comunidad microbiana) y metatranscriptomico (RNA de
la misma comunidad) , para evaluar el efecto del cepillado con fldor y flior mas arginina
que contienen los dentifricos sobre la composicion y actividad microbiana oral.

Se inscribieron 53 pacientes en un estudio de intervencién clinica longitudinal, incluidos 26
adultos con caries activas y 27 adultos sin caries. Después de un periodo de lavado minimo
de 1 semana, se recolectaron muestras de placa dental posterior al lavado, 3 meses después
del uso del dentifrico con fluoruro y después de 6 meses de usar dentifrico con fluoruro con
arginina al 1.5%.

Resultados: Hubo un cambio tanto en la composicion como en la actividad del microbioma
de la placa después de 3 meses de cepillado con la pasta dental que contiene fluoruro en
comparacién con las muestras recolectadas en el periodo de 1 semana posterior al lavado,
tanto para varias bacterias asociadas a la salud y la periodontitis. Mas de 400 genes
cambiaron de proporcion en el metagenoma, y entre 180 y 300 genes cambiaron a su nivel
de expresion dependiendo de si se analizaron sitios libres de caries o sitios activos con
caries. ElI metagenoma y el metatranscriptoma también cambiaron después de que los
sujetos se cepillaron con el dentifrico FI+ Arg. La riqueza y diversidad bacteriana no se
vieron afectadas por ninguno de los dos tratamientos del estudio.

Conclusiones: Nuestros datos demuestran que el uso a largo plazo de ambos dentifricos
probados cambia la composicion bacteriana y los perfiles funcionales de la placa dental
humana hacia una comunidad microbiana més saludable, tanto en sitios libres de caries
como en sitios activos con caries.

Esta observacion fue especialmente evidente para el dentifrico FI + Arg. Por lo tanto,
concluimos que los beneficios preventivos del cepillado dental van mas alla de la

eliminacion fisica de la placa dental y que los ingredientes activos (14).

url: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.qov/36171634/

Titulo: Evaluacion de la secuenciacion del gen 16S rRNA para andlisis del microbioma a
nivel de especies y cepas
Autor: Jethro S. Johnson, Daniel J. Spakowicz, Bo-Young Hong, Lauren M. Petersen,

Patricio Demkowicz, Lei Chen, Shan R. Leopold, Blake M. Hanson, Hanako O Agresta, Mark
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Gerstein, Erica Sodergren y George M. Weinstock.

Resumen: El gen 16S rRNA ha sido un pilar del analisis bacteriano basado en secuencias
durante décadas. Sin embargo, la secuenciacion de alto rendimiento del gen completo se ha
convertido recientemente en una perspectiva realista. Aqui, utilizamos experimentos in silico
y basados en secuencias para reevaluar criticamente el potencial del gen 16S para
proporcionar resolucion taxonomica a nivel de especie y cepa. Demostramos que la
focalizacion de regiones variables 16S con plataformas de secuenciacion de lectura corta no
puede lograr la resolucién taxondémica que ofrece la secuenciacion de todo el gen (~1500 pb).
Ademas, demostramos que las plataformas de secuenciacion completa son lo suficientemente
precisas como para resolver sustituciones sutiles de nucledtidos (pero no
inserciones/deleciones) que existen entre las copias intragenémicas del gen 16S. En
consecuencia, argumentamos que los enfoques de analisis modernos deben necesariamente
tener en cuenta la variacion intragendmica entre las copias del gen 16S. En particular,
demostramos que el tratamiento adecuado de las variantes de copia intragenémica de 16S de
longitud completa tiene el potencial de proporcionar una resolucion taxondémica de las

comunidades bacterianas a nivel de especie y cepa (9).

url: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.qov/31695033/

Titulo: Moddulo de investigacion del laboratorio de bioinformatica en consultas:
metagenomica. Estudio de microbios orales de estudiantes

Autor: Chrystal Ho Pao, Sou-Cheng T. Choi, Shu Yun Lok, Strom Dorrouugh, Connie
Abelseth, Joyce Shelton, Angelo Rentasa.

Resumen: Las pautas curriculares, de la Sociedad Estadunidense de Microbiologia resaltan la
importancia de permitir a los estudiantes pensar criticamente y aprender investigando.
Ademas, la informacion en biologia, especialmente en genética y biotecnologia, aumenta
demasiado rapidamente como para que los instructores puedan ensefiarlo todo. Para aumentar
el interés y la comprension de los estudiantes de importantes conceptos geneéticos basicos y
alentarlos a practicar la investigacion cientifica, disefiamos un modulo de investigacion para
que los estudiantes de biologia/ genética de nivel superior examinen las bacterias orales.

Los estudiantes extrajeron su propio ADN microbiano oral y lo amplificaron y analizaron con
cebadores de PCR de ARNr 16S especificos de cada género y especie. Las muestras de ADN
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microbiano también se amplificaron con cebadores de ARNr 16S de bacterias conservadas y
los amplicones se clonaron con TOPO (clonacién basada en topoisomerasa) y se secuenciaron
con Sanger.

Por dltimo, las muestras de ADN microbiano metagenémico también se secuenciaron
mediante secuenciacion de proxima generacion de Illumina y se analizaron con herramientas
bioinformaticas.

Hemos implementado el modulo en tres iteraciones de una clase de pregrado en una pequefia
universidad de artes liberales. El proyecto culmina con una presentacion de un péster que los
estudiantes obtuvieron en promedio con un rango B alto. El andlisis previo y posterior a la
encuesta sobre los avances en el aprendizaje de los estudiantes revelé un aprendizaje
significativo de los estudiantes (P < 0,05 prueba clasificada con signos de Wilcoxon pareada y
de una cola, n = 23). A continuacién, encuestamos las percepciones de los estudiantes sobre la
actividad mediante una autoevaluacion. Mucho mas que la media, los estudiantes disfrutaron
del médulo basado en la investigacion y lo consideraron mas eficaz para ensefiar sobre PCR y
otros conceptos de genética molecular que los tradicionales ejercicios de laboratorio
prescritos.

Concluimos que este mddulo de laboratorio de microbios induce interés en la investigacion y
es Util para ensefiar conceptos genéticos importantes(15).

url: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.qov/34594441/

Titulo: Reduccion de la bacteriemia tras el cepillado con un dentifrico triclosan/copolimero:
estudio clinico aleatorizado.

Autor: Prem K Sreenivasan, Deborah Tischio — Bereski, Daniel H Fine.

Resumen: Los objetivos de este estudio eran: comprobar la susceptibilidad a la bacteriemia
en sujetos con gingivitis moderada, y comparar los efectos del cepillado con un dentifrico con
fldor (control) frente a un dentifrico con triclosan/copolimero (prueba) en los susceptibles a la
bacteriemia repetida.

Materiales y métodos: Ciento siete sujetos adultos fueron sometidos a pruebas de
bacteriemia repetida tras comer una manzana dura. Veintinueve sujetos positivos a la
bacteriemia se inscribieron en un estudio cruzado doble ciego disefiado para analizar los
efectos de un dentifrico de prueba. Tras la asignacion aleatoria del dentifrico, los sujetos se
cepillaron los dientes durante 21 dias. Tras un periodo de lavado, los sujetos completaron el

estudio con el dentifrico alternativo. El andlisis estadistico compard la bacteriemia entre los
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A

grupos mediante un analisis de covarianza (ANCOVA).

Resultados: Veintiséis sujetos adultos completaron el estudio cruzado. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas en la bacteriemia al inicio del estudio. Los
recuentos bacterianos medios en las visitas iniciales y posteriores al tratamiento fueron de
45,5y 10,8 recuentos frente a 48,5 y 38,0 recuentos, respectivamente (grupo de prueba frente
a grupo de control; significativo en p < 0,05). Se observaron reducciones significativas de las
bacterias transmitidas por la sangre en los grupos de prueba frente a los de control, tanto en
los datos culturales como en los de ADN (p < 0,05).

Conclusiones: Un treinta por ciento de los sujetos mostraron bacteriemia repetida.

El cepillado con un dentifrico con triclosdn/copolimero demostré reducciones significativas

de la bacteriemia en comparacion con el dentifrico de control (16).

url: https://pubmed.nchi.nlm.nih.qgov/28800147/

Titulo: Efecto del dentifrico con triclosan en la contaminacion del cepillo de dientes

Autor: Paulo Nelson- Filho, Alessandra Rigo Isper, Sada Assed, Gisela Faria, 1zabel Yoko
ito

Resumen: EI objetivo de este estudio fue evaluar mediante cultivo y microscopia electronica
de barrido (MEB) la contaminacion de los cepillos de dientes de 30 nifios (5-7 afios) por
estreptococos mutans (EM) cuando se utilizan dentifricos con o sin triclosan.

Métodos: Los procedimientos clinicos se dividieron en 3 fases con intervalos de 1 semana.
En la fase 1 (grupo 1), los nifios se cepillaron los dientes sin dentifrico durante 4 minutos; la
fase 2 (grupo ) se cepillaron con dentifrico fluorado (Tandy); la fase 3 (grupo Ill) se
cepillaron con dentifrico que contenia triclosan (Colgate Total). A continuacion, los cepillos
dentales se sometieron a un proceso microbiologico para el recuento de unidades formadoras
de colonias (UFC) de EM adheridas a las cerdas. Cuatro cepillos de dientes de cada grupo se
analizaron mediante SEM.

Resultados: Los EM estaban presentes en el 93% de las cerdas de los cepillos dentales del
grupo |y en el 77% de las cerdas de los cepillos dentales del grupo II.

Sélo el 40% de los cepillos del grupo 111 estaban contaminados con EM.

Cuando hubo un cultivo microbiolégico positivo, se identificdé por SEM la formacion de
biofilm bacteriano cariogénico adherido a las cerdas de todos los grupos.

Conclusiones: Las cerdas de los cepillos dentales estaban contaminadas por EM tras un solo

uso. Un dentifrico que contenia triclosan redujo significativamente la contaminacion
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bacteriana de estos cepillos de dientes (17).
url: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15080352/

3.2.2. Antecedentes nacionales

Titulo: Efecto del Triclosan sobre el biofilm del cepillo dental Autor: Gustavo A. Obando,
Karla E. Torres

Resumen: Se evalud el efecto antimicrobiano de dos dentifricos sobre la flora aerdbica del
cepillo dental en uso. El estudio se realiz6 con treinta individuos entre los 20 y 30 afios que se
cepillaron los dientes con un cepillo estandar. Quince usaron un dentifrico con triclosan y los
restantes un dentifrico sin triclosan. Después de tres semanas se procesaron los cepillos y se
obtuvo como resultado que el dentifrico con triclosan posee mayor efecto antimicrobiano

sobre el biofilm del cepillo dental que el dentifrico sin triclosan (18).

url:https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=421539347005
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4. Hipotesis:

Dado que en la cavidad oral hay mdltiples especies de microorganismos y que los dentifricos
poseen sustancias antimicrobianas, es posible que el triclosan disminuya la cantidad de

microbios en la cavidad oral.

5. Hipotesis nula:

Dado que en la cavidad oral hay multiples especies de microorganismos y que los dentifricos
poseen sustancias antimicrobianas, es posible que el triclosan no disminuya la cantidad de

microbios en la cavidad oral.
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PLANTEAMIENTO OPERACIONAL

1.TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION

1.1 Técnica

Se utilizara la técnica observacion, experimental.

1.1.1 Esquematizacion

VARIABLES TECNICA INSTRUMENTO
Secuenciamiento Arbol
(INDEPENDIENTE) filogenético
Microflora oral 16S

(DEPENDIENTE)
Pasta Triclosan

1.1.2  Descripcién de la técnica

La presente investigacion busco determinar si existe algiin impacto en la microflora oral antes
y después del uso de triclosan por medio de muestras criticas. Se escogieron 5 alumnos
estudiantes de la carrera de odontologia con indice de CPOD bajo, de la Universidad Catolica
Santa Maria.

El primer paso fue la recoleccion de la saliva de los estudiantes, se les pidi6 a los sujetos que
mastiquen papel Parafilm para el aumento de produccion de saliva, de esa forma acumularon
la saliva en la cavidad oral durante ciertos periodos de tiempo para luego depositarlo en un
tubo de recoleccion estéril de 50ml para recoger un volumen de 15ml, posteriormente fueron
refrigerados inmediatamente después de la recoleccion y almacenados hasta el momento de la

recaudacion con la ayuda del extractor 16S RNA, se realiz6 el mismo procedimiento con la
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diferencia de una semana, en ese tiempo los estudiantes utilizaron pasta con triclosan que se
les fue dada y seguido se procedi6 a hacer el mismo método para la recoleccion de saliva.

Los estudiantes de 5to afio recibieron un cepillo dental simple en cada fase.

Después de las dos semanas de recoleccion, se empez6 el proceso de descongelamiento para
la extraccion del material genético conforme el kit del fabricante.

Una vez extraido el material genético se procedio a cuantificar para ser enviado a su analisis
de amplificacion y secuenciamiento (macrogen NY.USA)

Posteriormente las muestras fueron analizadas y los resultados fueron enviados en formato
HTML vy las secuencias individuales fueron registradas para el procesamiento futuro del
Software DNASTAR.

1.2. Instrumento

Para la siguiente investigacion se utilizé el programa DNASTAR 17.3 (Wisconsin USA).

1.2.1 Precision del instrumento

La técnica 16S es una técnica molecular muy precisa y por consiguiente costosa, y €S por eso
que el tamafio minimo para esta técnica es de 5 muestras aleatorias (19). EI DNASTAR es un
programa de bioinforméatica donde se realizan alineamientos para especificar el arbol
filogenético de las especies a

estudiar.

El tamafio de la muestra se limitdé a 5 alumnos, esto teniendo en cuenta el debido procedimiento
en cada muestra es laboriosos y demanda de tiempo para ver los resultados y tomar nuevas
muestras. Ademas; teniendo un tamafio de muestra de 5 alumnos podemos aprovechar este
tiempo en priorizar a la calidad y profundidad en el andlisis de cada una de las muestras,
asegurando que cada uno de los datos obtenidos estuviera cerca de la excelencia y permitan

sacar conclusiones validas sin comprometer la rigurosidad cientifica.

1.2.2 Estructura

El programa DNASTAR tiene diferentes subprogramas, en esta oportunidad se utilizé

MegAlign.
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2. CAMPO DE VERIFICACION

2.1. Ubicacion espacial

2.1.1. Ambito general

El trabajo de investigacion se llevo a cabo en el ambito general de la ciudad de Arequipa.

2.1.2. Ambito Especifico

El trabajo de investigacion se llev6 a cabo en el laboratorio quimica de proteinas (nucleo
de inmuno informatica) de la Universidad Catolica de Santa Maria.

2.2 Ubicacion temporal

La investigacion previamente mencionada se llevo a cabo en los meses de Marzo hasta

Agosto.
2.3 Unidades de estudio

Se tomaron muestras de 5 personas por fase siendo estas las mismas personas con diferencia de

una semana.

A. Criterios de Inclusion:

e Estudiantes de X semestre con matricula regular que estén cursando clinica de odontologia

en la Universidad Catélica Santa Maria.

e Tener disposicion de formar parte del estudio.

¢ Tener las 28 piezas dentales con indice bajo de CPOD.
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B. Criterios de Exclusion:

¢ No ser estudiante regular de la carrera de Odontologia.
o No estar dispuesto a participar en el estudio.
¢ Que presenten protesis parciales o removibles.

e Tener un indice medio — alto de CPOD.

C. Poblacion:

La presente investigacion se realizo con el total de la poblacion que cuenta con los criterios
previamente mencionados; siendo en este caso una poblacion de 5 estudiantes de la

Universidad Catolica Santa Maria.

D. Consideraciones éticas:

o El actual proyecto de investigacion fue presentado al Comité de Etica Institucional de la
Universidad Catdlica de Santa Maria, para la obtencion de su aprobacion.
e La totalidad de estudiantes que formaron parte del estudio completaron un formato de

consentimiento informado previo a su participacion en el mismo.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-s==x . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE R eRTBTION

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

3 RECURSOS

3.1 Recursos humanos

e Investigadora : Yara Luciana Bejarano Andia

e Asesor : Luis Alberto Ponce Soto

3.2 Recursos virtuales

e Laptop HP.

e Excel

e Word

e DNASTAR

3.3 Recursos Fisicos

e Articulos cientificos.
e Utiles de escritorio.

e Computadora, laptop, camaras.
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3.4 Recursos econdmicos

La ejecucion del proyecto sera autofinanciada por el autor.

3.5 Recursos institucionales

Universidad Catolica Santa Maria.
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4 ESTRATEGIA PARA MANEJAR LOS RESULTADOS
4.1Tipo de procesamiento
Manual y Computarizado (programa DNASTAR version 17.3).
4.2 Operaciones del procesamiento
b.1. Clasificacion

La informacidon obtenida sera ordenada en una base de datos correspondiente al

Programa EditSeq.

b.2. Codificacion

Digital.

b.3. Conteo o puntualizacion

Empleando matrices de conteo los datos se contabilizaron digitalmente en forma de arbol

filogenético.
b.4. Graficacion

Arbol Filogenético.

4.3 Plan de analisis de datos

Tipo de analisis

El analisis sera estadistico descriptivo correlacional empleando el programa DNASTAR.
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RESULTADQOS
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RESULTADOS

A continuacion, se mostraran los resultados obtenidos en base a las muestras recolectadas del
microbioma de la cavidad oral, guidndonos seglin nuestros objetivos. Los datos fueron

obtenidos en base a la utilizacion del programa MEGA (Molecular Evolutinary Genetics
Analysis) .
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INTERPRETACION: En el grafico 1 se observan 25 muestras bacterianas: Streptococcus
parasanguis, Uncultured Streptococcus, Uncultured marine microorganism, Bacterium
enrichement culture, Uncultured bacterium clone, Uncultured organism, Okadaella
gastrococcus, Uncultured organism clone, Streptococcus oralis strain, Uncultured organism
clone, Uncultured bacterium clone, Streptococcus Rubneri, Uncultured bacterium clone,
Uncultured organism, Streptococcus sanguinis, Bacterium NLAE, Uncultured bacterium,
Streptococcus sp., Streptococcus tigurinus, Uncultured firmicute bacterium, Streptococcus
genomosp, Streptococcus mitis, Uncultured bacterium, Uncultured streptococcus, Uncultured
bacterium.

Siendo las mas relevantes: Uncultured marine microorganism, Okadaella gastrococcus,
Streptococcus Rubneri, Streptococcus tigurinus, Bacterium enrichement culture, Bacterium

NLAE, Streptococcus genomosp.
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INTERPRETACION: En el grafico dos se observan 22 muestras bacterianas: Uncultured
bacterium clone, Uncultured bacterium clone, Uncultured organism clone, Streptococcus
sanguinis, Bacterium NLAE, Uncultured bacterium clone, Streptococcus taxon, Uncultured
bacterium, Streptococcus rubneri, Streptococcus rubneri, Streptococcus rubneri,
Streptococcus rubneri, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Streptococcus australis,
Uncultured bacterium, Streptococcus australis, Uncultured bacterium, Streptococcus
parasanguinis, Uncultured organism, Uncultured organism, Uncultured organism.

Siendo las maés relevantes: Uncultured bacterium clone, Uncultured organism,
Streptococcus sanguinis, Bacterium NLAE, Streptococcus taxon, Uncultured bacterium,

Streptococcus rubneri, Streptococcus australis, Streptococcus parasanguinis.
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INTERPRETACION: En el grafico tres se observan 30 muestras bacterianas: Uncultured
marine, Bacterium enrichment culture, Streptococcus tangierensis, Streptococcus suis,
Streptococcus gallinaceus, Streptococcus iniae, Swine manure, Streptococcus hyointestinalis,
Uncultured bacterium, Streptococcus oricebi, Streptococcus gordinii, Human oral bacterium
AC31, Uncultured firmicutes, Streptococcus cristatus, Streptococcus sp, Uncultured
organism, Uncultured organism clone, Uncultured human oral, Streptococcus sinensis,
Streptococcus oligofermentans, Streptococcus rubneri, Streptococcus australis, Uncultured
bacterium clone, Streptococcus australis, Streptococcus tigurinus, Streptococcus enrichment,
Uncultured firmicute, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus sp. Oral taxon,
Streptococcus dentisani.

Siendo las mas relevantes: Uncultured marine, Bacterium enrichment culture,
Streptococcus tangierensis, Streptococcus suis, Streptococcus gallinaceus, Streptococcus
iniae, Swine manure, Streptococcus hyointestinalis, Streptococcus oricebi, Streptococcus
gordinii, Human oral bacterium AC31, Streptococcus cristatus, Streptococcus sinensis,
Streptococcus oligofermentans, Streptococcus rubneri, Streptococcus australis, Streptococcus

tigurinus, Streptococcus pneumoniae.
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INTERPTRETACION: En el grafico cuatro se observan 24 muestras bacterianas:
Uncultured bacterium clone, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Streptococcus
sanguinis, Uncultured organism, Uncultured streptococcus, Uncultured bacterium,
Uncultured bacterium clone, Uncultured bacterium clone, Uncultured bacterium clone,
Uncultured bacterium clone, Uncultured bacterium clone, Uncultured bacterium, Uncultured
bacterium, Uncultured bacterium, Streptococcus cristatus, Uncultured organism, Uncultured
organism, Streptococcus sp, Uncultured streptococcus, Uncultured firmicutes.

Siendo las mas relevantes: Streptococcus cristatus, Uncultured firmicutes
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INTERPRETACION: En el grafico cinco se observan 25 muestras bacterianas: Lactic acid
bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Streptococcus sp., Uncultured
firmicutes, Uncultured organism, Streptococcus mitis, Uncultured bacterium, Uncultured
streptococcaceae, Uncultured bacterium, Streptococcus sp., Uncultured bacterium,
Uncultured bacterium, Bacterium NLAE, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium,
Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured
streptococcus, Uncultured bacterium, Uncultured organism, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus sanguinis

Siendo las mas relevantes: Uncultured firmicutes, Streptococcus mitis, Uncultured

streptococcaceae, Bacterium NLAE.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

CATOLICA
DE SANTA MARIA

REPQSITORIO DE
TESIS UCSM

GRAFICO 6
ARBOL FILOGENETICO MUESTRA VI

- &
~ &
g 5
< § 4
2 ; ] J
= 3 ; '9
% : : '
= % .v‘. V
kS E ; ]
2 g y i
P $ i
® 3 g :
2 s ;
< < 5 4 w
5 % 3 3 g
n i
9 3 i ] ] g
. % 2 ] °
%, L 9 J ("
% [ ; ] / i
Q, [ 3 H
% *, 1 g '
% k- i 4 j i
Y y g S & 3
. ] ] H g &
%, % 2 g 4 ] N
6 . , 5 § & > )
Q. % 3 8 & 3 &b ;
%, % % g 3 4 J \
(2 ] 3 g ] 4 i
v, % : g 4 ¥ !
\ Q% % g % & ot’» \be,
X
o, % 3 2 e § 4 4
s, % % % ’ o o
0, 2, © > E g : 4 g
%, %, £ H i "
! X % E E £ & & .,b"‘\ \q.”f’
Us‘?‘/ 6’00 v E s § §B 6\0 «v‘ rLQ'Lh
} .. . 5 3 e, &
s s, %, < 3 g & a 4 d
%, %5, % %, g g 4 § 4 .
v * : J \
7, % % 2 £ ] S & e’ o
Yo, % ) > 3 £ s ° 3 <
Stregy, St %, % % 5 5 H & s« >~
% " .o
s, 5, % > b $ & & 2
q - of
N ) " Y S & 2 202* A9
TSZS 4,/9 v o5 o st 6°
¢ Y, s, & 5 =
" s . X & S oy &
%2, N 6% o
o, w 7, *’?-'oo ‘,u,ogc“ e ¥
sr,emococcu ug”srd c_,“zQ\ S ™
e ‘ © 20 2, ooV W
—_— 4216, s 2
— . 7 e August de 2024 19:27
ay 4 -
d Augusr ) eq Created Thursday
o KSD2 19:¢
53 ured bacterium c1o0
Uncultu!
Uncultured bacterium clone 069061.seq Created: Thursday 1de August de 2024 22:55
Uncultu
red bacterium clone 071067 155.seq Created Saturd.
- 2‘ lay 3 de August de 2024 10:49
ge20
aytde August Ultureq p,
created: T 3 o
sed e 9"
sP- ) )
optoce P o ey, R
B ‘ Wy, *
) | " eq
un oo ) -
. . % ey, Ursqy,
(o N o%' e T
o Q) G, ne e
e R4 R [ 0>’0 o
. y r % o, &P 20:0,
065° W 2 g X " B
2% &® > 4 K ; 0 C
o s © | @ ’ r
g P K S ~ o % %4 % 83,
AR o?p & < V' 3 E k E o ) '
oo o & & § &8 & 2 % 3 k. )
o 5 s v e & > % e N
0 o B & S b o 3 % K ) 7
e & N & S g B ' 3 : - g
& S 2 8 5] ‘s % % A -
9
o8 & & N ¢ s % K K A -
o & > § g g 3 % %’ ’e"\% b
K.
K & g < 3 2 % = % “
o & 055? 5 3 K e ‘% * s}&
\)(\"“ 2 & g 3 2 K 3 c}% 4
& > S 3 ) ) % % h
y ; ; 5 g 5 < "9 S
o P H 3 H % % “ b
& # 3 3 g 3 K k A
) ; ; [ 2 LS + 0.
'} ; 4 5 1 3 @, O
\ N : 3 3 % *
é’ ’ $ £ ] 5} < ®
P & g S 5 E 3 3
& $ $ g 3 ’ )
& e“ lg : E 2 3 |
& S 3 & 3 k 3 )
$ g < i ; : "
& $ § 3 0 )
N o ® S % k o“.?
& 3 = 2 s | u}
$ § £ - E ’
F $ i 8 % K
i 3 g g ; k
; i s 3 k
$ g : : i
I~ g 3 : )
o 8 5 3 )
$ s 1 :
§ : ’
2
& 3
5

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-y . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE i 7. i "CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

INTERPRETACION: En el grafico doce se observan 30 muestras bacterianas: Uncultured
bacterium, Streptococcus ovis, Streptococcus minor, Streptococcus devriesei, Streptococcus
sp., Streptococcus sanguinis, Uncultured bacterium, Uncultured streptococcus, Uncultured
bacterium, Uncultured streptococcus, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium,
Uncultured bacterium, Streptococcus sanguinis, Uncultured bacterium, Uncultured
bacterium, Uncultured bacterium,, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured
bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium,
Streptococcus, sanguinis, Streptococcus sanguinis, Uncultured bacterium, Uncultured
bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium.

Siendo las mas relevantes: Streptococcus ovis, Streptococcus minor,  Streptococcus

devriesei, Streptococcus sp.
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INTERPRETACION: En el grafico siete se observan 24 muestras bacterianas: Bacterium
EM, Streptococcus parauberis, Enterococcus faecalis, Lactic acid bacterium, Streptococcus
porci, Streptococcus plurextorum, Streptococcus henryi, Streptococcus alactolyticus,
Streptococcus anginosus, S.milleri, Streptococcus oricebi, Streptococcus massiliensis,
Streptococcus sinensis, Streptococcus oligofermentans, Uncultured human oral, Uncultured
firmicutes bacterium, Streptococcus cristatus, Swine manure, Streptococcus cuniculi,
Streptococcus azizii, Streptococcus tangierensis, Streptococcus moroccensis, Streptococcus
suis, Streptococcus gallinaceus.

Siendo las mas relevantes: Streptococcus parauberis, Enterococcus faecalis, Streptococcus
porci, Streptococcus plurextorum, Streptococcus henryi, Streptococcus alactolyticus,
Streptococcus anginosus, S.milleri, Streptococcus oricebi, Streptococcus massiliensis,
Streptococcus sinensis, Streptococcus oligofermentans, Streptococcus cristatus, Swine
manure, Streptococcus cuniculi, Streptococcus azizii, Streptococcus tangierensis,

Streptococcus moroccensis, Streptococcus suis, Streptococcus gallinaceus.
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INTERPRETACION: En el grafico ocho se observan 24 muestras bacterianas: Uncultured
bacterium, Uncultured bacterium, Streptococcus rubneri, Streptococcus australis, Uncultured
bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured
bacterium, Uncultured bacterium, Streptococcus tigurinus, Uncultured bacterium, Uncultured
streptococcus, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium,
Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Uncultured bacterium, Streptococcus cristatus,
Uncultured firmicute, Uncultured bacterium, Uncultured organism, Uncultured bacterium.

Siendo las mas relevantes: Streptococcus rubneri, Streptococcus australis, Streptococcus

tigurinus, Streptococcus cristatus.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-»==% . UNIVERSIDAD

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

DISCUSION

El microbioma oral estd formado por diversas especies de microorganismos, esencialmente
bacterias del género Streptococcus, importantes para el bienestar de la cavidad oral y primeros
colonizadores, lo cuales van a permitir la coagragacion de otros tipos de bacterias. Se calcula
que existe mas de 700 especies diferentes de bacterias alojadas en la cavidad oral, cultivadas y
no cultivadas, lo que lo identifica como uno de los biomas més diversos del cuerpo humano.
Un factor importante en la composicion y la actividad del microbioma oral es la saliva (20),
ya que es el medio donde las bacterias en su forma planctonica (no adherida) permanecen
hasta colonizar nuevos sitios.

En nuestras muestras procesadas en pacientes normales, utilizando secuenciamiento 16S,
fueron identificados diversas bacterias que conforman el microbioma oral de la saliva segin
datos previamente reportados, los cuales fueron: Streptococcus parasanguinis, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus australis , Streptococcus mitis, Enterococcus
faecalis, Streptococcus dentisani, Streptococcus gordonii; estos datos estan de acuerdo con
los datos obtenidos por la literatura(21), (22), (23), (24), (25), (26), (27),(28).

Segun los protocolos utilizados en la presente investigacion, hemos encontrado ademas,
Streptococcus rubneri, Streptococcus sinensis, Streptococcus cristatus, Streptococcus
oligofermentans, Streptococcus oricebi, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus australis,
Streptococcus devriesei, Streptococcus Anginosus,  perteneciendo a la familia de
Streptococcus segun los autores (29), (30), (31), (32), (33), (34), (35), (36), este dato es
importante recalcar porque se demuestra que la familia de los Streptococcus es la que mas
abunda en saliva por lo que se podria deducir que estos son los colonizadores por excelencia
(37).

Se encontraron también bacterias poco comunes como Uncultured marine microorganism,
Streptococcus tigurinus, Uncultured streptococcus, Streptococcus massiliensis, Streptococcus
milleri, Streptococcus Anginosus, Okadaella gastrococcus, estas bacterias, aunque son
infrecuentes se han podido identificar en microbiomas orales, por ejemplo:

Uncultured marine microorganism segin Wang (38) nos explica que la gran cantidad de
microorganismos marinos no han sido cultivados en condiciones de laboratorio y se
consideran “materia oscura microbiana” (38), la presencia de microorganismos marinos en la
cavidad oral del ser humano puede ser el resultado de la ingesta de alimentos que luego
puedan colonizar temporalmente en su boca, ya que los microorganismos marinos estan

vinculados a la vida humana gracias a las influenzas microbianas en las redes alimentarias
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oceanicas (39).

Otra de las bacterias encontradas es el Streptococcus tigurinus, segiin Maria Ercibengoa (40),
fue definido recientemente como una nueva especie estreptococica dentro del grupo de los
Streptococcus viridans (40). Segun la autora Zbinden (41), El Streptococcus tigurinus
pertenece al grupo de Streptococcus mitis, certificando su presencia en la cavidad oral humana
(41). Los datos encontrados en nuestra presente investigacion corroboran con los hallazgos de
los presentes investigadores.

De igual forma se encontraron Streptococcus no cultivados (Uncultured streptococcus)
pertenecientes a la familia de Streptococcus, este término hace referencia a las especies
bacterianas del género Streptococcus que no pueden ser cultivadas con métodos tradicionales
de cultivo en el laboratorio, puede generarse por la necesidad de condiciones especificas de
crecimiento que no se puede realizar en medios de cultivo estandar o porque son parte de
comunidades microbianas complejas que necesitan interaccién con otros microorganismos
para poder desarrollarse (42).

Continuando con el Streptococcus massiliensis, es una especie de bacteria de la familia de
Streptococcus Viridians que son conocidos por formar parte del microbiota normal en
humanos ubicados en la cavidad oral y el tracto respiratorio superior, este fue identificado
como un nuevo taxon a partir de un aislamiento realizado en un cultivo de sangre de un
paciente (43).

Sin embargo, también se sugirié que podria ser parte del microbiota oral segin Pontigo (44),
donde nos explica que el Streptococcus es un linaje bacteriano diverso y que la cavidad oral
surgi6 como un entorno potencial, esta suposicion basandose en la filogenia se pudo
confirmar a través de la amplificacion PCR (44).

Seguido tenemos al Streptococcus milleri, es un término que se refiere a un grupo de bacterias
que incluyen tres especies principales: Streptococcus Anginosus, Streptoccus constellatus y
Streptococcus intermedius (45). Este se encuentra comunmente en el microbiota normal de la
cavidad oral y estan presentes en mayor numero en los dientes que en otras partes de la boca
segun el Mejare (46). En nuestras muestras obtenidas el Unico Streptococcus de este grupo de
especies encontramos al Streptococcus Anginosus (SAG).

Se encontro en dos de las muestras Streptococcus Enrichment en donde se pudo encontrar
posibles referencias relacionadas a la cocaina (47), esto no sugiere que los individuos de los
cuales hemos obtenido muestras tengan que ser consumidores de cocaina si no que puedan

haber obtenido este microrganismo por otros vectores.
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Por ultimo, se encontraron en nuestras muestras bacterias que no conforman el microbioma
oral: Okadaella gastrococcus y Streptococcus genomosp, Uncultured streptoccaceae, siendo
en este trabajo el primero en hacerlo y relacionandolo con la cavidad oral.

En este presente trabajo también se encontraron microorganismos presentes en animales como
el Streptococcus minor el cual esta relacionado directamente con los canes y se a reportado en
un articulo de la literatura que este microorganismo pasa de perro a duefio (48).

Ademas, en el presente estudio se han podido observar especies de bacterias que no tienen
relacion con el microbioma oral humano en la literatura, siendo el presente trabajo el primero
que los reporta las cuales son: Streptococcus tangierensis proveniente de cabras,
Streptococcus suis proveniente de cerdos, Streptococcus gallinaceus proveniente de gallinas,
Streptococcus iniae proveniente de peces, swine manure proveniente de estiércol porcino,
Streptococcus hyointestinalis proveniente de los pollos, Streptococcus ovis proveniente de
cabras, Streptococcus parauberis proveniente de la vaca, Streptococcus porci proveniente del
cerdo, Streptococcus plurextorum proveniente del cerdo, Streptococcus henryi proveniente de
los caballos, Streptococcus alactolyticus proveniente de animales, Streptococcus cuniculli
proveniente de conejos, Streptococcus azizii proveniente de ratones, Streptococcus
moroccensis proveniente de cabras.

El microbioma oral es un componente vital para la salud general del cuerpo humano, con
todos estos resultados podemos determinar que en un microbioma oral no necesariamente esta
compuesto solo por bacterias especificas de la boca, sino también por bacterias poco

frecuentes y hasta bacterias nuevas que se adaptan al ambiente de la cavidad oral.
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CONCLUSIONES

1. Las bacterias encontradas en el microbioma oral normal son: Streptococcus
parasanguinis, Okadaella gastrococcus, Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis,
Streptococcus australis , Streptococcus mitis, Enterococcus faecalis, Streptococcus
dentisani, Streptococcus gordonii, Streptococcus rubneri, Streptococcus tigurinus,
Streptococcus genomosp, Uncultured streptococcus, Streptococcus tangierensis,
Streptococcs suis, Streptococcus cristatus, Streptococcus sinensis, Streptococcus
oligofermentans, Streptococcus iniae, Swine manure, Streptococcus hyointestinalis,
Streptococcus oricebi, Streptococcus pneumoniae.

2. Las bacterias encontradas en el microbioma oral despues del uso de la pasta con triclosan
son: Streptococcus rubneri, Streptococcus sanguinis, Streptococcus tigurinus,
Streptococcus mitis, Uncultured streptococcus, Streptococcus australis, Streptococcus
tangierensis, Streptococcus suis, Streptococcus gallinaceus, Streptococcus cristatus,
Streptococcus sinensis, Streptococcus oligofermentans, Swine manure, Streptococcus
oricebi, Streptococccus ovis, Streptococcus minor, Streptococcus devriesei, Streptococcus
parauberis, Enterococcus faecalis, Streptococcus porci, Streptococcus plurextorum,
Streptococcus  Henryi, Streptococcus alactolyticus,  Streptococcus — Anginosus,
Streptococcus milleri, Streptococcus massiliensis, Streptococcus cuniculli, Streptococcus
azizii, Streptococcus moroccensis.

La pasta triclosan baja el nmero de bacterias, pero no las elimina.

4. Se encontraron bacterias no relacionadas a la cavidad oral: Streptococcus minor,
Streptococcus parauberis, Streptococcus cuniculli, Streptococcus azizii, Streptococcus
tangierensis, Streptococcus ovis, Streptococcus moroccensis, Streptococcus gallinaceus,
Streptococcus hyointestinalis, Streptococcus suis, Streptococcus porci, Streptococcus
plurextorum, Streptococcus iniae, Swine manure, Streptococcus henreyi, Streptococcus
alactolyticus.
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RECOMENDACIONES

1. Serecomienda realizar estudios de microbiomas orales de las diferentes lesiones bucales,
utilizando la tecnologia 16S.

2. Motivar a la investigacion en esta area, empleando diversos tipos de tratamiento y ver si el
microbioma vario.
Inculcar nuevas bacterias dentro de la rama de microbiologia.

4. Se recomienda ampliar el &rea de investigacion en odontologia.
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COMITE DE ETICA INSTITUCIONAL DE INVESTIGACION UCSM

DICTAMEN COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

SUJETOS DE ESTUDIO:

Muestras de 20 estudiantes de la Universidad Catolica de Santa Maria, Arequipa-Pert.

RIESGO DEL ESTUDIO:

Minimo.

OBSERVACIONES, SUGERENCIAS:

Debe proteger confidencialidad de la data sensible.

DICTAMEN:

DICTAMEN FAVORABLE
064 - 2024

Agueda Muiioz Del Carpio Toia
Comité Institucional de Etica de la Investigacion UCSM

Cualquier duda comunicarse a: comiteeticainvestigacionucsm(@gmail.com
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ANALISIS DEL MICROBIOMA ORAL USANDO SECUENCIAMIENTO 16S ANTES Y
DESPUES DEL USO DE UN DENTIFRICO CON TRICLOSAN TRICLOSAN EN
ESTUDIANTES DEL 5TO ANO DEL CENTRO ODONTOLOGICO DE LA
UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA AREQUIPA - 2024

Estimado(a) estudiante,

Este estudio titulado Analisis del microbioma usando secuenciamiento 16s antes y después del
uso de un dentifrico con triclosan en estudiantes del 5to afio del centro odontoldgico de la
universidad Catolica de Santa Maria, trata de determinar la diferencia del microbioma antes y
después del uso del triclosan.

El triclosan es un agente antimicrobiano que se encuentra habitualmente en productos de cuidado
personal, incluido en las pastas dentales, sin embargo, el uso de dentifricos que contienen
triclosan ha sido un tema de interés en el estudio de los efectos sobre el microbioma oral, ya que
su funcion es prevenir la proliferacion de bacterias

Es por eso por lo que esta investigacion es de gran importancia para determinar si existe algin
cambio al usar pasta con triclosan.

Es asi, que estas siendo invitado(a) a participar de esta investigacion. Si no eres estudiante del 5to
afio de la Facultad de Odontologia de la UCSM, por favor no participes del estudio. Agradecemos tu
participacion.

Los resultados obtenidos seran divulgados por medio del proyecto de investigacién que se esta
realizando para la obtencion de Titulo de cirujano dentista.

Si estas de acuerdo en participar de la investigacion, por favor escribe tu nombre completo y nimero
de DNI al final de esta pagina, la cual sera el comprobante de tu consentimiento informado. Si
necesitas de cualquier aclaracidn sobre esta investigacion o quisieras acceso a nuevas informaciones,
puedes entrar en contacto con el investigador responsable del estudio.

iTU PARTICIPACION ES MUY IMPORTANTE!

Yo:

(nombre completo)
con DNI nimero , acepto participar en la
investigacion.

Firma
INVESTIGADOR RESPONSABLE:
Yara Luciana Bejarano Andia
Estudiante de la Facultad de Odontologia UCSM
email 71266630@ucsm.edu.pe
celular: 949749609
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Anexo n°4

Evidencia Fotografica
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Anexo n°5

Protocolo de extraccion de ADN
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1.

CHOQUE TERMICO (forma para que se rompan las bacterias para extraer el ADN), tiempo del

choque térmico hasta descongelar aproximadamente 8 minutos.
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2.

3.

Centrifuga 2500 por 15 minutos
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4. Poner 1.5 ml de solucion dentro del tubo de ensayo
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5. Centrifugar 15min
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6.

Poner 700ml de Buffer de lavado N. 1
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8.

9.

Poner 700ml de Buffer de lavado N. 2
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10. Poner 500ml de Nuclease-free

(D
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ALINEAMIENTO FILOGENETICO
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TABLA 1: Primera secuencia utilizando, secuenciamiento de DNA del microbioma de la cavidad oral, usando la subunidad 16S, sin pasta

dental.

Ruler 1 '{"’“’”1[0"""”’f”"l""I””F""I"”“”'I""’””I"""“‘l“‘"““I““““‘I“““‘“1““““‘1110““““‘1210“‘”"“ﬁg“““”‘d“
T gh-GAaCoC- chlselerslrlr.m.orlclelrcls §aG6a6CTTGCTCCTEteGOATGAGTTGEGAAC - coorolcr.slcrlcsr-rslrcsrlslss
Bacwiumenichenent.. - - AGAGTTTGTCETGGCTCAGGACGAACGE - Tsclsslsrs 6 <+ GGGTGAGT
Bactarium NLAE-2L-P4.. G == GGETGAGT
Okadaela gastrococcu. G === GGGTGAGT
Staptococeus rubners.. G GGAAGGAGETTE === GOGTGAGT
Streptacoceus ganom... 6 GAGAGGAGLTTG == GGETGAGT
Straptococcus mitssir... -G G-GAGGAGLTTE i === GOGTGAGT
Streptococcus oralis 8t. TGGIG G ..
Sireptococcus parasan.. GGH TTGTI T
Streptococcus sp. oral .. -GIGTTTO I'M GAACGETG G TTGGTG 116
Staptococcus tiurns.. -+« - GTTTGATEATGG r os . GAACGCTGAAGAG ss GCTTGLTCTTCTTGGATGAGTTGCG
Steplococes sanguinis.. -Ielorrro teo TAGAACGLTGAAGAG es GETTBLTCTT TTGG TGAGTTGCGAAC: -
41 T
Uncutered et . ere GAAGCTTGETOCTTELACCORGCOOATGAGTTGLGRAC: - -6EGTEAG T66TAG
Unculedmicufb.. | o wowemwmsenreasnanas GCOTGLCTAAT e a ra 6~ GAGGAGLTTGETT: r T-GGATGAGTTGCOAAC: - - 6G6TGAG ear 16 ruur e aa
Unculered OTQANIEM 8. =+« = s s e e m e e s mmnnnes GTG T TAGAACGCTG GITTGGIG TTGCACCGAGCGGATGAGTTGCGAAC- - - GEOTGAG TAGGTAACCTG T
Uncobtpret OTGANAM Cl.|  =J=)etmlmmlm)almfm lafmfe mtmfm o ) ] o} ] o] e ] m GGTGCTTGCACCGAGCGBATGAGTTGCGAAC- - - GEGTGAG TAGGTAACCTS 1'
Unculered OMGANSMSE], =+ + = m e v v wmmm e e s v an e e aans AGGAGCTTGLTCTTCTTOOATEAGTTGEGAAC: - - 66GTEAG TAGGTAACCTG TGGT
IR - -5 5205000000920 929008008089939300800080930953930800809090900000008095090000809E0IEI0IE0IE0E00TEOHE000B09200GH00E00E000H0IE00E000E0IE00E00000
UCUHETES OFGERISMEL. | =+ » s m e e s wmmmmn s mmnns 1160660676 a|na¢nma arm aem TAGGT ra reer
Uncultured bacterium . |GG GG 676 T T IG GT G GG G H’G '3'3 TG GTTG G BGGTG TAGGT TG TGGT G GG
Unculfured bacterium . -TGGLEELETE GIG 'H'G TTGBATGAGTTGCGAAC- - - GGGTGAG TAGBTAACCTBCCTGGTAGCAE
Uncultured bacterium .
Uncutwed acan . e .|.1aalealare|r|r.raler|ela|ral GAGGAGCTTGETTETCE- GOATGAGTTGEGAAC- - - 660TGAGTAACGLOTAGGTAACCTGLCTGGTAGLG
Uncultured maring micr..| == e eeccaai i aaas e MMM MMM I I I T T TN T rNnNn"n""nnmnmnmnMmmmMmM M M I
Unutvedstipoiec.. - AGAGTTTGATCCTGOCTCAGOACOARCOE- TGOC660GTOCCTAATACATGOAAGTAGRACGETGAAG- GAGGAGCTTOCTTCTCT - GOATOAGTTGOGAAC- --aeere|er.a|ar|eer-ra|reer|e|ea
Sequence Logo

w“TT“TC‘TGGCTCAGGA GM TAA ACM MA “ MC MG WCA le CA“ WU U m “A WAC m g G GG
R | 0 Y 0 0 0 0

Alineamineto realizado en el Mega Alain (DNA STAR) de los nucleétidos, utilizando Crustal W.
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TABLA 2: Segunda secuencia utilizando, secuenciamiento de DNA del microbioma de la cavidad oral, usando la subunidad 168, sin pasta
dental

Ruler 1
Consensus

B a1 Lt e L} LR LA It 1 B 1L, PO A | L LA ) A7 N T v b 2 | AT e B o P 7 v e BRG] )

130 140

Uncultured organism l...
Bacterium NLAE-ZL.seq
Streptococcus austral..
Streptococcus austral,.
Straptacoceus parasan..
Streptococeus rubmer .
Streptococeus rubneri.
Streptococcus rubneri..
Streptococcus rubneri...
Streptococcus sanguin..
Streptococcus tason seq

Uncultered bacteriums..,

Uncultured bacterium,..
Uncultured bacterium .,
Uncultured bacterium .,
Uncultured bacterium .,
Uncultured bacterium ..
Uncultured bacterium...
Uncultured organism ..
Uncultured organism ..
Uncultured organism cl.,
Uncultured organism.seq

10
-------------------- el elelteeloelsralwlrlrelerlslelreleeleelemslrintlcelrolsnelsleoerelerlclsrlssr-reIrcmlslsssssIT
.................... slo.elmsleelem CTAATAC . i ] .

---------- T6KAGGET 66860 ew,
omo ‘e G0TGE006CATOCETANTAC
ome BTG et_ec 66 sre[

IoIo-rrroItI:oo"oe 6
-GAGTTTGATCOTGOCTCAGGACS

Sequence Logo

Ruler 2

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

130 140

Alineamiento realizado en el Mega Alain (DNA STAR) de los nucleétidos, utilizando Crustal W.
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TABLA 3: Tercera secuencia utilizando, secuenciamiento de DNA del microbioma de la cavidad oral, usando la subunidad 16S, sin pasta
dental

Ruler 1
Consensus

o s s s e e R | T T ™rTT T 'l T rTT T T

2
-------------------------- ele-olreelecloremlt-re-erle-elml- B 1 ] ll- “e- oelelnelt cees -lt .- neelrolenelo-eeereler-olerleorl

Bacterium enrichment ...
Human oral bacterium ...
Steptococcus hyointes...
Streptococcus australi...
Streptococcus australi...
Streptococcus cristatu...
Streptococcus enrichm...
Streptococcus gallinac...
Streptococcus gordonii....

Streptococcus iniae.seq

Streptococcus oligofer...
Streptococcus pneumo...
Streptococcus rubneri....
Streptococcus sinenss...
Streptococcus sp. oral ...

Streptococcus sp.seq
Streptococcus suis.seq

Streptococcus tangiere...
Streptococcus tigurinu...

Swine manure.seq
Uncultured bacterium ...
Uncultured bacterium...,

Uncultured firmicute.seq
Uncultured firmicutes.s...
Uncultured human oral....

Uncultured marine.seq

Uncultured organism cl...
Uncultured organism.seq

------- AGAGTTTGTCCTGOCTCAGGACCAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCCAACG: -« -A------GAGCGACCGGTGCTTGCACTGGTCAATC - --TAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA

Iolorno

GAAGGAGOAGCTT----GCTT
GGOA GAG

AAATCACCGGAG 6676 or

GMKW- - - - GGWG nc 666TG
eeloeelolne TTGCGAACGGGTG er
e!n----oerol: r a’ l;ol nel .goorclor.g'arl:er
eoel-----elo T GAGTTGCGAACGGGT GAGT GTAGGT
GGOA- - - -e ene GGTGAGT TAGGT
=== 088 6TTG GGGTGAGTAACG __! 66T

Sequence Logo

.GAO'TTGATCCTGGCTCAGGA G

r ™ T T ML e

CGIGCCIAAIACAIGCMGIAGMCG fn w ...‘.ggeGﬂIQQT;,? ¢, ool AGITGCGMCGGGIGAGIMCGCGIAGGIM

T T
10 20 30 40 80 %0 100

Alineamiento realizado en el Mega Alain (DNA STAR) de los nucle6tidos, utilizando Crustal W.
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TABLA 4: Cuarta secuencia utilizando, secuenciamiento de DNA del microbioma de la cavidad oral, usando la subunidad 16S, sin pasta dental

Ruler

Bacterium NLAE seq

Sreptococeus mis tr.
Streptocaceus pneumo..
Streptococcus sanguin..
Streptococcus sanguin..
Streptocaccus sanguin,.
Sreptococeus §p. ChD..
Streptococcus sp. oral..
Unculured bacterum .,
Uncultured bacterum..
Uncutured bacterium.
Uncutured bacterium .,
Uncutured bacterium .,
Uncultured bacterum ..
Unculured bacterum..
Uncutured bacterium .,
Uncutured bacterum .,
Uncultured bacterum .,
Uncutured bacterium .
Uncutured bacterium .,
Uncutured Frmicutes .
Uncultured organism 1,
Unculured organism ¢l
Uncutured Streptococ.,
Uncultured streptococ...

GGOGOGCTATCATGCAGTAGAACGCTGAAGAGAGGAGCTTGETCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGGNTGAGTARCGCGTAGGTARCCTGCCTGOTAGCGGGGGATAACTATTGGARACGATAGCTANTACCGCATAACAACA
GCTATACATGCAGTAGAACGCTGAAGOAGOAGCTTEOTCTTCTAGATGAGTTGCGAACOO6TGAGTAACELOTAGGTANCCTGCCTGOTAGCOOO0OATARCTATTGARACGATAGCTAATACCOCATAACAGTGATGTT
ACCAGGTGOTTTTGOTCAACGTGGTACAGAAGGGARAATCCAAGCCATCCGCTATGCGCGT GAAAATGATGTTCCAATGTTGGGAGTCTGCTTOGOAATGCAGTTGACATGTATCGAGTTTGETCGTCACGTTTTAGOTCTT
AGAGTTTOATCATGOCTCAGGACGAACGCTGOCOGCOTOCCTAATACATGCAAGTAGARCGCT GARGAGAGOAGETTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCOAACGOGTGAGTAACGCOTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGOGOGAT
GCTTOCTCTTCTTGOATOAGTTGEGAACGGTGAGTANCGCOTAGGTANCCTGECTGOTAGCGOGGOATACTATTGOARACGATAGCTAATACCGCATARAATTGATTATTGCAT GATAATTAATTGAARGAT GCAATTGC
AGAGTTTOATCATGOCTCAGGACGAACGCTGOCOOCGTGECTANTACATGCANGTAGARCGCTGANGAGAGGAGCTTGETCTTCTTGEATGAGTTECORACBETGAGTAACGLETAGETAACCTELCTGOTAGCOOOGOAT
CT660TCAGGACGAACOLTOO00600TGCCTAATACATGCANGTAGAACGETGAAGGAGGAGETTACTCTTCTGGATGAGTTGCGRACGGETGAGTAACGLETAGGTAACCTECTEOTAGCOGOOGATAACTATTGOANAS
TCAGOATGAACGCTOGCO6CGTOCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGETTOOTGLTTGCACCAGEGOATGAGTTGCOAACOOGTGAGTAACGCOTAGBTAACCTGECTCTTAGCGOOGGATAACTATTGOAAACEAT
BACGAACOLTGGCG6CETECCTAATACATGCANGTAGRACGLTGAAGGAGGAGCTTGETCTTCTOOATGAGTTGOGAACEEETGAGTANCGEGTAGGTAACCTOCTORTAGEGGGGGATAACTATTGOAAACGATAGCTAA
GAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGCOOCGTGCCTAATACATGCARGTAGAACGET GAAGAGRAGAGCTTGCTETTCTTGOATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGGGGGATA
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGOCOTGCCTAATACATGCAGTAGAACGCTGAAGGAGGAGETTGCTTCTCCGGATGAGTTOCOAACGGGTGAGTAACGEOTAGGTAACCTGCCTGGTAGCOGOGOATAA
TAAAGCGAGCGCAGOCGOTTAGATAGTNTGANGTTARAGGCTGTGGCTTAACCATAGTATGCTTTGOAAACTGTTTACTTGAGTGCAGAAGOGGAGAGTGGARTTCCATGTGTAGCGETGARATGCGTAGATATATGOAG
G6COOTTAGATARGTNTGRAGTTARAGGCTGTGGCTTAACCATAGTATGCTTTGOARACTGTTTAACTNGAGTGCAGAAGGGGAGAGTGORATTCCATGTGTAGCGGT GAAATGCGTAGATATATGGAGGANCACCO6T GO
CGCOOTAATACOTAGNTCCCGAGCGTTGTCOGGATTTATTOOGCOTARAGCOAGCOCAGOLGOTTAGATAAGTCTGAAGTTAAAGOCTGTGECTTAACCATAGTACGCTTTOGARACTATTTAACTTGAGTGCAAGAGGGOA
TTANCCATAGTATGCTTTGOARACTGTTTARCTNGAGTGCAGRAGGGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGOAGGAACACCOGTGECGARAGCGGCTCTCTGOTCTGTAACTOACGCTGAGS
T00CGAGCGTTNTCCGOATTTATTGO6C6TAANGEGAGCOCAGLOGTTAGATAAGTNTGANGTTAAAGGCTGTGOCTTAACCATAGTATGCTTTGOARACTGTTTAACTNGAGTGCAGAAGOOGAGAGTGGANTTCCATET
COGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGOACGANCGLTOOCO0CGTCOTAATACATGCAAGTAGAACGLTOAAGAGAGGAGCTTOLTCTTCTTOOATGAGTTOCOAACGGGTGAGTAACGEGTAGOTANCCTGEETEOTAGEGGE0
GACGAACOCTOGCGOCETGCCTARTACATGCANGTAGAACGCT GAAGAGAGGAGCTTGETCTTETTGOATGAGTTGOORACGGGTGAGTARCGCGTAGOTAACCTGECTGOTAGCOGOGGATANCTATTGGAARCGATAGCT
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGOCOTOCCTAATACATGCARGTAGARCGCTGAAGAGAGGAGCTTGETCTTCTTGOATGAGTTGCOAACGGGTGAGTAACGCOTAGGTAACCTGECTGGTAGCOGOGOAT
GACGARCGCTGGCOGCOTGCCTAATACATGCAAGTAGRACGCTGAAGAGAGGAGETTGETCTTCTTORGTGAGTTGCGAACGGGTOAGTAACGCOTAGGTAACCTGCCTGRTAGEGGGGOATAACTATTGGAAACOATAGCT
GACGAACGCTGOCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGRACGCTGAAGGAGGAGCTTGCTCTTCTGOATGAGTTGCGAACGGGTGAGTARCGCGTAGGTAACCTGCCTGOTAGCGGGGGATAACTATTGGANACGATAGCTAA
ATACATGCAAGTAGRACGCTGAAGAGAGCTTCTTGETCTTCTTOOATGAGTTCGAACGEETGAGTANCGCGTAGGTAACCTGOCTGGTAGCGGGGGATAACTATTGOAAACGATAGCTAATACCGCATARAATTGATTATT
GOCGTOCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGGAGGAGCTTGCTCTTCTGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTARCGEGTAGGTAACCTGCCTOGTAGCGGEOGATAACTATTGGAAACGATAGCTAATACCGCATAACAG
AGAGTTTGATCCTGOCTCAGGACGAACOETGGCGGCGTOECTAATACATGCAAGTAGAACGCTGRAGGAGGAGCTTGETCTTCTGOATGAGTTGCOAACGOGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGATAGCOGGGGATAA
AGAGTTTGATCATGGCTCAGGACOAACGETGGCGOCOTOCCTANTACATGCARGTAGAACGCTGAAGAGAGGAGCTTGCTCTTCTTGOATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGEGTAGGTAACCTOCCTGGTAGCGRGGGAT

Alineamiento realizado en el Mega Alain (DNA STAR) de los nucle6tidos, utilizando Crustal W.
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Ruler 1
Consensus

Bacterium NLAE seq

Lactic acid bacterium ..
Streplacaccus mitis sir.
Streplacaccus sanguin...
Streplacaccus sanguin...
Streplacaccus sanguin...
Straptacoceus sp. ChD...
Streplacaccus sp. oral...
Uncultured bacterium ..,
Uncultured bacterium ..
Uncultured bacterium ..
Uncultured bacterium ..,
Uncultured bacterium ...
Uncultured bacterium ..,
Uncultured bacterium ..
Uncultured bacterium ..
Uncultured bactarium ..,
Uncultured bacterium ..
Uncultured bacterium ..,
Uncultured bacterium ..
Uncultured Firmicutes ..
Uncultured organism cl..
Uncultured organism cl...
Uncultured Stréptocac..
Uncultured streptacac...

Sequence Logo

Ruler 2

TABLA 5: Quinta secuencia utilizando, secuenciamiento de DNA del microbioma de la cavidad oral, usando la subunidad 16S, con pasta dental

1 10 i 10 0 50 60 i 80 l 100 il 120 140 40
----------------------- GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGa - GGAGCTTGETCTTCITGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGGEE

------------------------------------ GGBGBGLT--AT-CATGCA-GTAGAACGCTGAAGAGAGGAGCTTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGGNTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCEGGE
------------------------------------------- CTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGACTGETGCTTGCACTAGTCAGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCETAGGTAACCTACCTCATAGCGEEE
------------------------------ GCTrwrwrwnwenee ATACATGCA-GTAGAACGCTGAAGGA- GGAGCTTGCTCTTC-TGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGGGE
~-AGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGAGAGGAGCTTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGGGE
............................................................................ GCTTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCOAACGGATCAGTAACGCGTAGGTAACCTGECTGOTAGEEGEE
- AGAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGLGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGAGAGGAGCTTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGGEE
-------------- CTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGECETGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGGA- GEAGCTTACTCTTC - TGGATGAGT TGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGEGE
------------------- TCAGGATGAACGCTGGCGGCOTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGCTTGETGCTTGCACCOAGCGGATGAGTTGCCAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTCTTAGCGGGE
----------------------- GACGAACGLTGGCGGCETGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGGA - GEAGCTTGCTCTTC - TGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGECTGGTAGLEGEE

- GRAGTTTGATCATGGCTCAGGACGAACGLTGGCEGLGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGAGARGAGCTTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGECTGGTAGLGGEE
- AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGGA - GGAGCTTGLTTCTC - COGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGGGE

COGAGAGTTTGATCCTAGCTCAGGACGAACGLTGGLEGCETGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGAGAGGAGCTTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGGETGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGETAGERGEE
vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGAGAGGAGCTTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGEGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGEEE
--AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCETGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGAGAGEAGCTTGLTCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGEGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCEE6E
----------------------- GACGAACGCTGGCGGCOTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGAGAGGAGCTTGCTCTTCTTGOGTGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGLEGAE
----------------------- GACGAACGCTGGCGGCOTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGGBA- GGAGCTTGCTCTTC  TGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCEGGE
---------------------------------------------- ATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGAGAGCTTCTTGCTCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCOTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGREE
------------------------------------ GOCOTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGGA-GGAGCTTGCTCTTC - TGGATGAGTTGCGAACGGOTGAGTAACGCGTAGBTAACCTGCCTGETAGCGAGE
--AGAGTTTGATCCTGBCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGGA-GGAGCTTGCTCTTC  TGGATGAGTTGCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGLEGGE
--AGAGTTTGATCATGBCTCAGGACGAACGLTGGCGBLOTOCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGAGAGGAGCTTGETCTTCTTGGATGAGTTGCGAACGGRTGAGTAACGCOTAGGTAACCTGCCTGETAGLEGGE

MM TGl TR HGAGHGEGMEGG TR AT

1 WU 20 ] ) 50 il ?U 1[J[J ‘I‘IU 10 130 0

Alineamiento realizado en el Mega Alain (DNA STAR) de los nucleétidos, utilizando Crustal W.
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TABLA 6: Sexta secuencia utilizando, secuenciamiento de DNA del microbioma de la cavidad oral, usando la subunidad 16S, con pasta dental

P T . . , I — e ;
MO
Consensus ....elemolrl roemleclo.elme locleromlw-rs-erlo-el---rclclele cleln----olrlnl----nselnlen ole.seorclot-elorloernr
Streptococcus devies..  TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGLTGG-COGCOTGCCTAATACATGCAAGTGGAACGCAGTTGAT . GAGTC-6 6
SUEPIOCOCCUS MINOT SL..| = eeeesssasscsscassannssnsascsasassansssansassassannsnssassasnsannanans . e GAGTC-GCOAAC AACGC
Streptococcus ovs sr.. ‘:ols.el: erol;l;.; 6766 o GTTAATTCACC GAGTC-GCGAACG AACGC
Streptococcus sanguin.. -Ielemelrlreolr GACGAACGCTGG-CG6CETGEC! GCAAGTAGAACGC- - - TGAAGAGAG- G ----neo GAGTT-GCGAACG 6
Streptococcus sanguin... AACG 60
Streptococcus sanguin... - 6TT-6 §
Streptococcus sanguin.. -AGAGTTTG 66 AN - T6 6CHA 6TT-6 6
Streptococcus sp. HTS... -AGAGTTTG 66 : . T6 6CA 61T-6 6
Uncultured bacterium... | -« - -GAGTTTG GGC! AC . 16 GCAAGTAGAACGC- - - TGAAGAGAG-GAGCTT----GCTETTL---- 6TT-6 6
Uncultured bacterium... | -+ - -GAGTTTG 66 GCA .e BTTE- - - - 6TT-6 6
Uncultured bacterium ... |« - - KGAGTTTG GCA --16 «e--GOTOTTE---- GTT-6 6
Uncultured bacterium .., ----GROGTTTG GCA -=J6 ‘ C < GT.T-0 G
Uncultured bacterium... | = =eeeseccecasscacsannnan GCA .16 BTT8- - - - 6TTCO 6
Uncultured bacterium .. ----ol:mo --T6 , ; 6TT-6 6
Uncultured bacterium ... ----GAGTTTG GCA -T6 BI.T8- - - - 6TT-6 ¢
Uncultred bacterium .. | ===« 6CA ~TGAAGAGAG-GAGETTT---GETCTTC---- 6TTT6 6
Uncultured bacterium .. |~ - - - - GKGTTTG GCA 6TT-6 6
Uncultured bacterium .. = - - - -GAGTTTG .e i ' CTTC 6TT-6 6
Uncultured bacterium .. | - - - - GAGTTT 6 TGCA --16 - - 6TTTG 6
Uncultured bacterium .. |~ - - - GRGTTT 6 6CHA --16 LTI - - - 6TT-6 6
oy R B e S 1 s e R R S 4 B T S SR RN A SRS E SE AR 6
Uncultured bacterium... |« GAACGC---T6 6 6
Uncultured Dactaram .. | E e s NV et e e ot GAACGC---T6 6 ;
Uncultured bacterium .. | = - : o GAACGC---TG 6 AACG
Uncultured bacterium ... |  =i=i=i=laimlaletalaiaiain e eta e alalela nle : 6 GAACGC---TG 6 ACGC
Uncultured bacterium .. | = eccesesecsnnacnanannns 6 . 16 GAACGC---TG CGAA 86
Uncultured bacterium ... | = ‘ | 16 GAACGC---TG CGAAC AACGCGTAGGTAACC
Uncultured bacterium ... | = eecesesscssnasnsnanans 6 - T6 GAACGC---T6 - ‘ T6 CGAAC AACGCGTAGGTAACC
Uncultured Streptococ... | == =vaseeennn sececnecens 6 - 6 6 --16 ----T-666TG CGAA ACGCGTAGGTAACC
Uncultured Stroptococ.., | 2isieteyatelaimts s nlainninis s n ls in nin;nle -6 16 TAGAACGC- - - TGAAGAG Ugglm -6CGHA 6 06
I GCGAACGGGNGAGIAACGCGMGGIAACN
IR ACGMCGCIG [ CG GCCWACA GCAAGIAGMCGC I A AGCII il W..II-.AI !
o ; 5 ; #

Alineamiento realizado en el Mega Alain (DNA STAR) de los nucle6tidos, utilizando Crustal W.
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TABLA 7: Setima secuencia utilizando, secuenciamiento de DNA del microbioma de la cavidad oral, usando la subunidad 16S, con pasta dental

Ruler 1

Consensis

Bacterium EM-2014-19...
Entarococeus faecalis...
Lactic acid bacteriums...

Smilleri ONA.seq

Straptococcus alactaly..
Straptococcus anginos..
Streptococcus aziziiseq
Streptococcus cristatu.
Straptococeus cunicul..
Straptococeus galinac...
Sireptocaccus henryis...
Streptocaccus massilie...
Streptococcus morocc..
Streptococcus oligofer...
Streptacoceus oriceb...
Streptococcus paraube...
Streptocaccus plurexto...
Streptocaccus parci pa...
Streptococcus sinensis...
Streptococcus suis isal.
Streptocaccus tangiere. .
Swing manure it bact...
Uncultured Firmicutes ..
Uncultured human oral .

Sequence Logo

Ruler 2

1 ) il 30 Ll 50 fil i) 0 50 100 10 120 130 10

.................................................................... CT...................GTGCG("T*C*TGC“agThGAaCGCtg'............GcTTgc......
.......................................................................................... GOCTGGETCCTTACGRTTACETCACCOA- === scennrennnnnanunnan
................................................................ GAGACTG=veveeeeeenneaauaaaBTOET e TOCAC-TAGTECAGA  cevnereenn s cnnnasnnnannnaans
................................................. GCAAGTAGAACGCTGACGACT G- cveeeerrnnaaneansGTGET e aa TGCAC-TAGTETGA s sevsrvnranranransannnnnnnnnnss
............................................................... GOTAGET = v evmneeenneannanaaaTGBee s TACAG-CA-=TAGA - ==QTGevrerennsennnncannnsannss
---------------------------------------------------- AGAGTTTG-ATCATGOCTCAGGACOARCOCTGOCO00GTOCCTATACAT GCAAGTAGAACGLT GARGAAA- - - - GGAGCTTGET - - -7
.................................................... ACAGTTTATATECOTAGET s vvvevevenvnnaannanna Gluraa TACAG-CAx s TAGA - s eCTGerrenrensansannnnnnnnnnns
------------------------------------------------------ GAGTTTGATCCTGOCTCAGGACOAACGLTGECO0EETOOCTAATACATGCAAGTAGARCGCT AAANGEA - - - -6 RGCTTGLT- -+ -C
........................................................................................... GCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGGRA:----GAGETTGET - --
................................................................................ GCT--cevvunnanea ATACATGCA-GTAGAACGCTGARAACT - ---TTAGCTTGET----A
------------------------------------------------------------- ATCETGOCTCAGEACEAACGCTCOCGECETCLCTAATACATGCAAGTAGAACGLTGARGETT - - -GETGLTTGEA----C
................................................................................................................ CGCAGAGGATT----GGTGCTTGCA----C
------------------------------------------------------------------- GCTCAGGACGAACOCTOOCOGCGTGCCTAATACATGCAAGTGGAACGCAATCAARTCACCGGAGCTTGLTEEACE
----------------------------------------------- TTAATGAGAGTTTGATCCTGOCTCAGGACGAACOCTOGCOGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGLTGANGGAA - - - - GOAGCTTGLT----C
......................................................................... GATGAACGCTGGCGGCETGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGETT - -GETGCTTGCA----C
AGCGATTGATCCTGOCTCAGGACCARCOETGOCOGCOTOCCTAATACATGCAAGTAGARCGETOARGACTG < v v vvvrrrnensn arofr- - - Tomeel- TRoTHMc- <<
.......................................................................................... TBCeese-ACTOAAGRT -2 e Ghrevvresconrrrrsncocssssnacnnsss
.................................................................. ({1 R S b ) ) P ¢
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ GACGARCOCTOOCO6CETCCOTAATACATGCAAGTGOAACGLACGAGOTACACCOTAGTTTACTACATC
--------------------------------------------------------------------------------------------- CTBOTOCTTOCACTAGA sseeeeroecnccrrercnnrnnssnnnss
-------------------------------------------------------------------- CTCAGGACOAACGETOGCO6CETOCCTAATACATGCAAGTGORACGCAATTAAATCACCGOAGETTCTECACE
---------------------------------------------------------- GGOATCCTO0CTCAGGACGAACOCTGOCO6COTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGETGAAGOAG- - - - 6GAGCTTOLT - - - - T
------------------------------------------------------------------------- GACGAACOCTOOCOBCETCOCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGARGGOA - - - - GAGETTOET - - - - -

C ?CACCGGQGC1IGCI‘CI'E

L L L L L L L L R L L L L L L I L I I I I IR I I
I 0 fl il 4 0 fil m 0 l 100 0 120 130 140

Alineamiento realizado en el Mega Alain (DNA STAR) de los nucleétidos, utilizando Crustal W.
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TABLA 8: Octava secuencia utilizando, secuenciamiento de DNA del microbioma de la cavidad oral, usando la subunidad 16S, con pasta dental

1 1 i ) L] 50 il 10 f0 80 100 {1l 0 10 140
-------------------- GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAG- GAGGAGCTTGCTCTTCT - GGATGAGTT - GCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGGGGEA

--------------------------------------- TOCTATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGGAAGGAGCTTGETCTTTCEGGATGAGTT - GCGAACOGETGAGTAACOCGTAGGTAACCTGCCTGOTAGLGEEGGA
GAGTTTGATCC- TOGCTCAGGACCAACGLTGGCGECOTOOCTARTACATGCAAGTAGAACOCTGARG- GAGGAGCTTGCTCTTCT- GEATGAGTT- GCGRACGEGTGAGTAACCCGTAGGTAACCTGECT GOTAGCGEOGEA
---------------------------------------------------- AGTAGAACGCTGAAGOAAGGAGCTTOCTCTTTCEOGATGAGTT - GEGARCOGETGACTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCOGEOCA
--GTTTGATCA-TGOCTCAGOACGAACOETOGCOGCOTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGAGAGGRGCTTGETCTTCTTOGATGAGTT - GEGARCOGETGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTCGTAGCOGEOCA
GAGTTTGATCA- TOGCTCAGGACCAACGLTGOCGECOTOOCTARTACATGCAAGTAGAACOCTCARG- GOAGAGETTGCTCTTCT- GOATGAGTTTGCGAACGECTGAGTACOCETAGOTAACCTGECT GOTAGLGEOGEA
<<~ TTTGATTA-TGOCTCARGACGAACOCTOGCOGCOTGCOTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGAGAGGAGETTOETCTTCTTOGATGAGTTTGCOAACOGETGACTAACGCGTAGGTAACCT6CCTCETAGCOGEOCA
GAGTTTGATOC- TGGCTCAGGACGAACOETOGCO0C6TOOCTARTACATGCAAGTAGAACGETGARG- GEAGAGETTOCTCTTCT- GEATGAGTT- GCGAACGOGTOAGTAACOCGTAGGTAACCTGECTGOTAGCOGE60A
GAGTTTGATCA- TGGCTCAGGACGAACGETOOCE6CGTOCCTARTACATGCAAGTAGAACGCTGAAGOGAG- AGCTTELTCTTCT- GGATGAGTT - GCGAACGEGTGAGTAACGEGTAGGTAACCTGCCT GETAGCEGGEA
GAGTTTGATCA- TGOCTCAGGACOAACOETOOCO606TOOCTARTACATOCAAGTAGAACOETCARGOGAG- AGCTTOCTCTTET- GOATGAGTT- GCGAACOOGTOAGTAACOLGTAGGTAACCTGECTGOTAGCOGE60A
GAGTTTGATTCATGOCTCAGGACOAACOETOOCO6C6TOECTARTACATOCAAGTAGAACOETOARG - GAGGAGETTOLTCTTET- GOATGAGTTTO0GAACOOGTOAGTANCOCGTAGGTAACCTGECTGETAGCOGE60A
-------------------- BACGAACGLTGOLO6COTEOCTAATACATGLANGTAGAACGLTGAAGBAGG- AGCTTOETTETCT - GOATOAGTT - GLOAACOGATOABTAACOEGTAGGTAACCTGCCTGOTAGLGE666A
-------------------- BACGAACGLTTGL06C0TGCCTAATACATGLAAGTAGAACGLTGAAGBOAG-AGETTOETCTTCT - GOATOAGTT - GLOAGCOGATOABTAACOEGTAGGTAACETGLCTOOTAGLGE6G6A
-------------------- BACGAACGCTGO0O6COTBCCTAATACATGCANGTAGAACGLTGAAG- GAGGAGETTOETCTTCT - GOATOAGTT - GLOAACOGATOAGTAACOEGTAGGTAACCTGLCTOOTAGCGE666A
-------------------- BACGAACGLTGO006COTEOCTAATATATGCAAGTAGAACGLTGAAG- GAGGAGETTOETCTTCT - GOATOAGTT - GLGAACOGGTOAGTAACOEGTAGGTAACCTGLCTGOTAGLGE6G0A
-------------------- GATGAACGLTGE0O6COTGOCTAATACATGLAAGTAGAACGLTGAAGETTGETOETTGCACCEAGEGOATOAGTT - GLOAACOGETOABTAACOEGTAGGTAACCTGLCTGOTAGCGE6GCA
-------------------- BACGAACGLTGE006C0TGLCTAATACATGLAAGTAGAACGCTGAAGBOAG- AGETTGETCTTCT - GOATOAGTT - GLOAACOGATOAGTAACOEGTAGGTAACCTGLCTGOTAGCGE060A
-------------------- GACGAACGLTGOLO6COTELCTAATACATGCAAGTAGAACGLTGAAG- GAGGAGCTTOETCTTCT-GOATOAGTT- GCOAATOGGTCAGTAACOCGTAGGTAACCTGCETGOTAGLGEE60A

Ruler 1
Consensus

Straptocaccus australl..
Straptocaceus cristaty..
Straptocaccus rubneri .
Straptocaccus tiguring...
Uncultured bacterium..
Uncultured bacterium..
Uncultured bacterium..
Uncultured bacterium..
Uncultured bacterium..
Uncultured bacterium ...
Uncultured bacterium ...
Uncultured bacterium ...
Uncultured bacterium.
Uncultured bacterium..
Uncultured bacterium ..
Uncultured bacterium ..
Uncultured bacterium ..
Uncultured bacterium ..

Uncultured bacterium ..
Uncultured bacterium ..
Uncultured bacterium ..
Uncultured Firmicutes ..
Uncultured organism cl...
Uncultured Streptacoc...

Sequence Logo

Ruler 2

-------------------- GACGAACGCTGGCOGCOTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGBBAG-AGCTTGCTCTTCT-GGATGAGTT-
-------------------- GATGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAGARAGGAGCTTGCTCTTTCCGGATGAGTT-
-------------------- GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAG-GAGGAGCTTGCTCTTCT-GGATGAGTT-
GAGTTTGATCC-TGOCTCAGGACGAACGCTGGLGGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAG- GAGGAGCTTGCTCTTCT-GGATGAGTT-
-------------------- GACGAACGCTGGCOGCGTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAG- GGAGAGCTTGCTCTTCT- GGATGAGTT-
----------------------- GAACGCTGGCGGCOTGCCTAATACATGCAAGTAGAACGCTGAAG-GGAGAGCTTGCTCTTCT-GGATGAGTT-
------------------------------------------------ TGCAAGTAGAACGCTGAAG- GAGGAGCTTGCTCTTCT-GGATGAGTT-

L

GCGAACGGGTGAGTAACGCOTAGGTAACCTGCCTGGTAGCCBGGEA
GCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGETAGCGGEGEA
GCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGETAGCGGEEEA
GCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGETAGCGGEGEA
GCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGGEGEA
GCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGGEGEA
GCGAACGGGTGAGTAACGCGTAGGTAACCTGCCTGGTAGCGGEGGA

el

IR RN RN RN R
il 1

crr e BREEEn
1 [ 0 ) i 50 il

Alineamiento realizado en el Mega Alain (DNA STAR) de los nucleétidos, utilizando Crustal W.

AT A

BRI A R A
100 10 10 130 140
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