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RESUMEN

La persistencia de infecciones endodénticas representa un desafio clinico frecuente que compromete la
efectividad de los tratamientos. Aunque se reconoce el papel crucial de los microorganismos en estos
casos, el conocimiento actual sobre su diversidad y comportamiento en tratamientos fallidos sigue siendo
limitado. En este contexto, el estudio del microbioma oral ha cobrado relevancia, especialmente ante las
limitaciones de los métodos bacterioldégicos tradicionales, los cuales no permiten detectar
microorganismos no cultivables. La técnica de metabarcoding, basada en la secuenciacion del ADN
ribosomal 16S rRNA, permite una identificacion mas precisa y profunda del microbioma; en este sentido,
la integracién del enfoque clinico con herramientas de analisis molecular ofrece nuevas perspectivas para
el diagnéstico y tratamiento personalizado en endodoncia

Metodologia: Estudio piloto transversal, observacional, descriptivo in vivo que tuvo como objetivo
caracterizar el microbioma presente en dientes con periodontitis apical secundaria asintomatica mediante
técnicas de metabarcoding basadas en secuenciacion de tercera generacion (Nanopore®). Se analizaron
seis muestras clinicas obtenidas de pacientes atendidos en el servicio de Posgrado de Endodoncia de la
Universidad del Valle (Cali, Colombia), entre noviembre de 2024 y marzo de 2025.

Resultados: Segun el indice de rigueza de Chao, las muestras Barcode 29 y 30 presentaron la mayor
cantidad de especies (aproximadamente 17), mientras que la muestra Barcode 26 fue la menos rica, con
solo 7 especies. En cuanto a la diversidad, el indice de Shannon indicé que el Barcode 30 fue el mas
diverso con cerca de 12 especies de frecuencia media, seguido por Barcode 29 y Barcode 27;
nuevamente, el Barcode 26 mostré la menor diversidad. El indice de Simpson, que considera las especies
mas dominantes, confirmd que el Barcode 30 conservd la mayor diversidad, mientras que los Barcode 28
y 26 evidenciaron una dominancia marcada de una sola especie.

Los resultados revelaron una alta variabilidad y diversidad microbiana entre individuos, con predominio
de especies pertenecientes a los filos Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria y Actinobacteria.
Streptococcus oralis subsp. tigurinus, Veillonella parvula y Fusobacterium nucleatum fueron algunos de
los taxones mas frecuentes.

Conclusion: Se concluye que las infecciones endodoénticas secundarias no estan asociadas a un
patégeno unico, sino a comunidades microbianas complejas y resistentes, lo cual subraya la necesidad
de implementar estrategias terapéuticas mas eficaces y personalizadas en endodoncia.

Palabras claves: Diversidad microbiana, Metabarcoding, Microbioma oral, Nanopore®, Periodontitis

apical secundaria asintomatica, Secuenciacion 16S rRNA, Taxonomia bacteriana.
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1. INTRODUCCION

La periodontitis apical secundaria asintomatica es una condicion inflamatoria de origen infeccioso,
asociada generalmente al fracaso de tratamientos endodoénticos previos, en la que se observa una
persistente lesién periapical sin sintomas clinicos evidentes (1,2). A pesar de la ausencia de
manifestaciones clinicas, estas lesiones pueden mantenerse activas debido a la presencia de
comunidades microbianas complejas y resistentes que colonizan el sistema de conductos radiculares.
En las dltimas décadas, el estudio del microbioma oral ha cobrado gran relevancia, ya que se ha
demostrado que la composicion microbiana desempefa un papel determinante en la progresion y
persistencia de diversas patologias endodénticas (3,4). Sin embargo, la mayoria de los métodos
convencionales de identificacion bacteriana, como el cultivo, tienen limitaciones importantes,
principalmente porque no permiten detectar microorganismos de dificil cultivo o no cultivables (5-7).

La técnica de metabarcoding, basada en la secuenciacién de regiones especificas del ADN ribosomal
(como el 16S rRNA), ha emergido como una herramienta poderosa para la identificacion y caracterizacion
del microbioma, permitiendo un analisis mas preciso, profundo y completo de las comunidades
bacterianas presentes en muestras clinicas (8-11).

Este estudio in vivo tiene como objetivo principal explorar la composicion del microbioma en dientes con
periodontitis apical secundaria asintomatica, mediante el uso de técnicas de metabarcoding, con el fin de
identificar posibles perfiles microbianos caracteristicos que contribuyan a una mejor comprension de esta
patologia. Ademas, se busca aportar informacion valiosa que pueda servir como base para el desarrollo
de estrategias diagndésticas mas eficaces y tratamientos personalizados en el &mbito de la endodoncia.
La integracion del enfoque clinico con el andlisis microbiolégico avanzado representa una oportunidad
para avanzar en el conocimiento de las infecciones persistentes en endodoncia y, al mismo tiempo, abrir

nuevas perspectivas para la practica odontolégica basada en evidencia molecular.
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2. PROBLEMA DE INVESTIGACION

El éxito del tratamiento endoddntico depende de varios factores, tales como, la identificacién de la
afeccion mediante el diagnéstico, acceso a los conductos radiculares, conformacion o preparacion
biomecanica, desinfeccion de los conductos, obturacion completa y hermética del conducto radicular (12).
El proceso de desinfeccion del canal radicular mediante la implementacion de protocolos de irrigacion, se
considera igualmente importante, todo esto con un seguimiento periédicos de los procedimientos los
cuales pueden llegar a asegurarnos un éxito a largo plazo. También, es importante para eliminar
microorganismos al interior del canal, la irrigacion adecuada de la cadmara pulpar y los conductos
radiculares. Ademas, el seguimiento y la evaluacion periédica del diente tratado son importantes para
asegurar que el tratamiento haya sido exitoso a largo plazo (13,14).

Actualmente el desbridamiento quimico-mecanico es un método efectivo para eliminar biopeliculas
adheridas a las superficies de paredes radiculares, en los canales infectados, las biopeliculas solo tendran
posibilidades de eliminarse si se combinan irrigantes con mecanismos de accion que destruyan la
membrana celular y alteren la replicacion genética de los microorganismos que conforman estas
biopeliculas. Ademas, se necesitan estrategias para mejorar el control de infecciones no solo en el
conducto principal, sino también en todo el sistema de conductos radiculares accesorios. Las superficies
del conducto radicular que no son adecuadamente preparadas durante el tratamiento endoddntico pueden
tener implicaciones clinicas relevantes. En estas areas inaccesibles, los microorganismos pueden

persistir, y causar infecciones que contribuyen al fracaso del tratamiento endodéntico (15,16).

Otro aspecto a tener en cuenta, en conductos rectos o con curvaturas, la cantidad de area de superficies
no tocadas después de la preparacion varia considerablemente (15), pueden oscilar entre un 10% y un
80% de la superficie total del canal. Esto significa que, aunque en algunos casos la preparacion es mas
completa y abarca la mayoria del conducto, en otros casos aln queda una parte significativa sin
instrumentar (17). Igualmente, estas variaciones pueden deberse a factores, tales como la técnica
aplicada, sistema mecanizado utilizado, habilidad del operador y la complejidad de la anatomia del
conducto radicular (17). Es importante tener en cuenta estos hallazgos anatémicos al realizar tratamientos
de conductos, ya que una preparacion incompleta puede influir en el éxito a largo plazo del tratamiento
endodéntico y aumentar el riesgo de problemas posteriores como la persistencia de infecciones o la
recurrencia de los sintomas (17). Los avances en tecnologias de imagen como la micro-CT han sido
fundamentales para comprender mejor la morfologia de los conductos radiculares y mejorar las técnicas
de tratamiento endodontico (18-20).

Diferentes estudios han demostrado que las infecciones del conducto radicular presentan una flora

bacteriana de naturaleza polimicrobiana, con un marcado predominio de bacterias anaerdbicas (21,22).
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La persistencia de estos microorganismos, especialmente en casos de infeccidn secundaria o recurrente,
se ha asociado con el fracaso del tratamiento endoddntico, debido a la incapacidad de erradicar
completamente el patdégeno durante la terapia. Esta situacion desencadena una serie de respuestas
inflamatorias, dentro de las cuales se activa la actividad proteolitica de células del sistema inmunolégico
como los polimorfonucleares, macréfagos y mastocitos. Como consecuencia, se produce el reclutamiento
de osteoclastos en el sitio, culminando en la formacién de una cavidad 6sea (23), la cual es caracteristica
de la periodontitis apical o una lesién radiogréafica (24,25). Las infecciones endodonticas persistentes a
menudo son causadas por Enterococcus faecalis, pero también bacilos entéricos como Actinomyces
naeslundii, Actinomyces odontolyticus, Anaerococcus prevotii, Eggerthela lenta, Gemella
morbillorum, Parvimonas micra, Propionibacterium acnes, Propionibacterium propionicum,
Pseudoramibacter alactolyticus, Streptococcus anginosus, streptococcus mitis, Fusobacterium
nucleatum, Prevotella intermedia y Candida albicans (26). Estas bacterias pueden encontrarse en
mono infecciones 0 en unién a otras especies, se reconoce que Enterococcus faecalis mantiene un
ambiente alcalino y puede sobrevivir largos periodos sin nutrientes (27). A pesar de que el Enterococcus
faecalis se relaciona con infecciones persistentes o secundarias del conducto radicular, también se han

encontrado cepas de este microorganismo en infecciones primarias de origen endodontico (28).

Un sellado coronal inadecuado, presencia de microfiltraciones, errores en la preparacion quimica y/o
mecanica del canal radicular, asi como limitaciones y deficiencias en la calidad del material de obturacién
del conducto, pueden propiciar la persistencia de la infeccibn endoddntica, este escenario podria
desencadenar periodontitis apical y, en dltima instancia, resultar en el fracaso del tratamiento endodoéntico
(29,25).

Es esencial adquirir comprension acerca de varios aspectos relacionados con la importancia de las
bacterias identificadas en las muestras después del tratamiento. Investigaciones sobre las bacterias
presentes en el conducto radicular después de un tratamiento endodoéntico comprende tres etapas
fundamentales en la recoleccién de muestras: post instrumentacion (obtenidas después de la finalizacion
de los procedimientos quimico mecanicos), muestras recolectadas posteriores a la medicacion, y
muestras post obturacién (recolectadas en dientes sometidos a tratamiento de conductos radiculares con

lesiones de periodontitis apical asociadas (25-30).

La técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es un método molecular fundamental en
microbiologia que se emplea para la amplificacion selectiva de fragmentos especificos de ADN. Su
aplicacion principal radica en la deteccion y amplificacion de secuencias genéticas especificas, lo que
facilita la identificacion de organismos particulares en una muestra. Por lo general, la PCR se adapta para
amplificar regiones especificas del genoma de un organismo objetivo, brindando asi una herramienta

efectiva para la identificacion de virus, bacterias, hongos y otros microorganismos presentes en la muestra
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analizada (31,32). Los analisis moleculares centrados en los genes del ADN ribosdmico (ADNr) han
desempenado un papel fundamental en la investigacion de la microbiologia endodontica. Estos métodos
moleculares son ampliamente reconocidos por su alta sensibilidad, rapidez y capacidad para detectar y
cuantificar agentes infecciosos presentes en los conductos radiculares. Entre sus principales ventajas se
destaca la posibilidad de analizar las muestras en términos de abundancia relativa, permitiendo no solo
identificar microorganismos dificiles de cultivar mediante técnicas tradicionales, sino también ofrecer una

mayor practicidad, resolucion y sensibilidad en la caracterizacién del microbioma (33).

La secuenciacion del genoma completo, conocida como Whole Genome Sequencing (WGS), permite
obtener la secuencia total del material genético presente en una muestra, abarcando todos los
microorganismos detectados. Esta metodologia se diferencia del metabarcoding, el cual se limita al
andlisis de una regidn génica especifica, como el gen 16S rRNA en bacterias. Este gen presente en el
ADN de bacterias y arqueas, codifica para la subunidad pequefa (30S) del ribosoma, esencial en la
sintesis de proteinas. La secuencia del gen 16S rRNA presenta regiones altamente conservadas
intercaladas con regiones variables, lo que permite su uso como marcador molecular para la identificacion
y diferenciacion de especies bacterianas. Las regiones conservadas facilitan el disefio de primers
universales, permitiendo asi la amplificacion de este gen en una amplia gama de bacterias y, por
consiguiente, la evaluacion del microbioma bacteriano de forma integral. Ampliamente empleado en
microbiologia molecular y filogenia bacteriana, el gen 16S se amplifica mediante PCR y se secuencia para
identificar y clasificar bacterias en diversas muestras ambientales o clinicas (23,34). A diferencia de otras
técnicas, la metagendmica no se limita a la amplificacion de secuencias genéticas especificas, sino que
se centra en la secuenciacion y andlisis de todo el ADN presente en la muestra. La secuenciacion integral
del metagenoma ofrece una informacién detallada, tanto cualitativa como cuantitativa, acerca de todas

las categorias de microorganismos presentes (23).

Pregunta de investigacion: ¢ Cudles son los microorganismos presentes en dientes con tratamiento de

conducto radicular fallido?

14



3. MARCO TEORICO

3.1 Pulpa dental

La pulpa dental, un tejido conectivo laxo derivado del ectomesénquima, esté intimamente asociada a la
dentina, formando asi el complejo dentino-pulpar. Este tejido se encuentra rodeado por las paredes
dentinarias y esta delimitado por un techo, siendo el foramen apical la Unica via de irrigacion e inervacion.
La caries dental, el trauma dentoalveolar y, en menor medida, el desgaste y la erosion pueden
desencadenar procesos degenerativos en la pulpa, que pueden desembocar en necrosis pulpar e
infeccion periapical. En estas condiciones, las células pulpares experimentan cambios degenerativos que
culminan en muerte celular. Este ambiente propicia la invasion bacteriana y la subsiguiente formacién de

un biofilm, acompafiado de la acumulacién de residuos toxicos (35).

3.2 Tratamiento endoddntico

Segun la Asociacion Americana de Endodoncia (AAE), el tratamiento endodontico representa un
procedimiento odontoldgico dirigido a la correccién de afecciones en el interior del diente, centrandose
especialmente en la pulpa dental y los conductos radiculares. Este procedimiento comprende la extraccion
del tejido pulpar enfermo o infectado, seguido de la limpieza, modelado y desinfeccién de los conductos
radiculares, con el sellado subsiguiente para evitar la posibilidad de reinfeccion. El objetivo primordial del
tratamiento endodontico es conservar la integridad estructural del diente y recuperar su funcionalidad

habitual, aliviando el dolor y previniendo la extension de la infeccion hacia los tejidos adyacentes (36).

3.3 Infecciones de origen endodéntico Microbiologia del canal radicular

Los microorganismos y los subproductos resultantes de su metabolismo son considerados los principales
factores etioldgicos involucrados en el desarrollo de la necrosis pulpar y las lesiones periapicales, siendo
determinantes en el fracaso del tratamiento endododntico. A través de cultivos microbioldgicos, se ha
logrado identificar los diversos patégenos presentes en las infecciones endododnticas, lo que permite
diferenciar entre infecciones primarias y secundarias, caracterizadas por la predominancia de bacterias
anaerobias estrictas y anaerobias facultativas. Las infecciones extrarradiculares, que pueden estar
relacionadas con la infeccién intrarradicular; y las infecciones endodénticas persistentes o secundarias,
donde los microorganismos resistentes que sobreviven al tratamiento persisten en el interior del diente,

incluso después de la desinfeccion intrarradicular y durante la obturacién (37).

Solano et al. (2014) han determinado que la mayoria de los microorganismos predominantes en el biofilm

son una variedad de bacterias con caracteristicas distintivas que se congregan y establecen su propio
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entorno microbiano para garantizar su supervivencia y proteccion. Este hallazgo ha impulsado una serie
de investigaciones con el propésito de desarrollar estrategias efectivas para enfrentar y neutralizar su
actividad. Dentro de la microbiota, se encuentran formaciones altamente organizadas y complejas
denominadas biopeliculas, cuyas propiedades difieren notablemente de los microorganismos en
suspensiones plancténicas. Las infecciones del conducto radicular estdn mediadas por estas biopeliculas,
dada la complejidad y variabilidad del sistema de conductos radiculares, asi como la diversidad de
especies presentes en las biopeliculas, la desinfeccibn de este sistema representa un desafio

extremadamente complicado (38).

3.4 Periodontitis apical secundaria

La periodontitis apical secundaria, también conocida como periodontitis apical persistente o recurrente,
es una afeccion inflamatoria que afecta los tejidos periapicales alrededor de la raiz de un diente
previamente sometido a tratamiento endodéntico, la cual se manifiesta cuando existe persistencia o
reaparicion de la infeccion en el area periapical después de un tratamiento endodéntico inicial. Esta
situacion puede ser causada por diversos factores, como la presencia de microorganismos resistentes a
la desinfeccién, una limpieza y obturacion inadecuadas de los conductos radiculares, asi como la fractura

o filtracion del material restaurado (25).

3.5 Fracaso Endodéntico

El fracaso del tratamiento endodoéntico se evidencia por la formacion o el mantenimiento de una
periodontitis apical crénica. También existen otros factores que pueden llevar al fracaso del tratamiento
endodéntico, como la filtraciéon coronal y las infecciones extrarradiculares. Es esencial tener en cuenta
estos aspectos durante el examen clinico, ya que comprender la causa del fracaso es fundamental para
gestionar la situacibn de manera adecuada. Cuando un diente ha experimentado un tratamiento
endoddntico que ha fallado, se puede considerar el retratamiento endoddntico no quirlrgico o la cirugia

apical como opciones para abordar el problema (39).

3.6 Microbiota asociada a tratamientos endodénticos fallidos

La microbiota asociada al fracaso del tratamiento endodontico se describe como polimicrobiana y
heterogénea, compuesta por microorganismos capaces de resistir la terapia endododntica y sobrevivir en
un entorno desfavorable inducido por dicha terapia. Se ha observado una alta prevalencia de
microorganismos Gram-positivos, como Enterococcus faecalis y Parvimonas micra, en casos de
periodontitis apical cronica postratamiento. Ademas, mediante técnicas moleculares altamente sensibles,

como la reaccion en cadena de la polimerasa, se ha identificado la presencia de microorganismos Gram
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negativos y anaerobios estrictos en casos de infecciones secundarias/persistentes (37, 40).
Estudios experimentales han evidenciado una serie de microorganismos presentes en lesiones
endodonticas persistentes o tratamientos endodonticos fallidos. Figura 1y 2 (41,42):
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Figura 1. Deteccién de las 16 especies microbianas investigadas en conductos radiculares infectados en diferentes fases del
retratamiento endodéntico en dientes con infeccion endoddntica persistente/secundaria mediante el método PCR anidado(32)
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Figura 2. Gréfico de barras apilado de frecuencias de deteccion y niveles de especies/filotipos bacterianos en muestras de
conductos radiculares de dientes tratados con periodontitis apical postratamiento (33).

Diversos estudios han examinado biofilms en el conducto radicular y la composicion bacteriana de los
dientes con periodontitis apical después del tratamiento endodontico. Sin embargo, los resultados
muestran una notable variabilidad en el patégeno predominante en los casos donde el tratamiento ha
fracasado (43-46).
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Pinheiro y colaboradores indicaron en 2003 que E. faecalis es el microorganismo mas comunmente
encontrado de manera estadisticamente significativa (45,8%) en conductos radiculares previamente
obturados, seguido por Fusobacterium (6,7%) y Propionibacterium (3,3%) (47). Hallazgos similares fueron
informados por Siqueira y Rocas mediante el uso de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), con una prevalencia del 77% y 79,5% de E. faecalis, respectivamente (48). Ademas, estos
investigadores observaron que la presencia de E. faecalis es mas frecuente en las infecciones
secundarias (89,6%) que en las primarias (67,5%), con una prevalencia de E. faecalis del 77% y 79,5%,

respectivamente, con diferencias estadisticamente significativas (49).

Estudios recientes no respaldan la idea de que la bacteria E. faecalis sea la principal responsable del
fracaso endodéntico. Endo y colaboradores, en 2013, encontraron que el microorganismo mas
frecuentemente aislado, presente en el 24% de los casos, fue Parvimonas micra (50). Schirrmeister y
colaboradores también detectaron esta bacteria en su investigacion; sin embargo, a diferencia de estudios
anteriores, Parvimonas micra ocup6 el tercer lugar en prevalencia, siendo precedida por Solbacterium
moorei y Fusobacterium nucleatum. Pereira y colaboradores, en 2017, destacaron a Fusobacterium
nucleatum como la bacteria mas prevalente (71,6%) en dientes con periodontitis post-tratamiento. Un
estudio similar realizado por Siqueira también identific6 a Fusobacterium nucleatum como la mas
prevalente (15%). Réc¢as y Siqueira reafirmaron la importancia de Fusobacterium nucleatum en 2012,
obteniendo una prevalencia del 24%, situandose como la segunda bacteria mas comun. Sin embargo,
Henriques y colaboradores, en 2016, sefialaron a Corynebacterium diphtheriae como la bacteria mas
relevante asociada con el fracaso endodontico (51-53).

En el 2022 Siqueira y colaboradores evidenciaron que, en la porcién apical de los conductos radiculares
tratados por periodontitis apical, es mas comudn encontrar, en el 46% de los casos, la presencia de
proteobacterias (45). Unos afos antes, en 2012, el mismo Siqueira en colaboracion con Rdgas, identifico
a Propionibacterium acnes (con una prevalencia del 52%) como el microorganismo mas frecuentemente
hallado en casos de periodontitis apical post-tratamiento (54). En otro estudio, este mismo autor sefial6 a
la Propionibacterium propionicum como la bacteria mas prevalente (con una prevalencia del 52%)
después de E. faecalis. Schirrmeister y colaboradores corroboraron la presencia de Propionibacterium
acnes en dientes con fracaso endodéntico en 2 de cada 10 casos. La resistencia de esta bacteria a las
medidas de desinfeccidn se atribuye a su capacidad para buscar fuentes alternativas de nutrientes, evadir
las defensas del huésped, sobrevivir en el tejido de granulacion presente fuera de los conductos y su

habilidad para adherirse, coagregarse y sobrevivir en la zona extraradicular (51-53).

Estos microorganismos presentan caracteristicas especificas que les permiten evadir tanto la

instrumentacion mecénica como la quimica realizada durante el tratamiento endoddntico. Estas
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caracteristicas se pueden resumir en su habilidad para formar biofilms altamente adherentes y colonizar
areas distantes de los conductos radiculares, como los deltas apicales, los istmos y los conductos
laterales, que son dificiles de alcanzar mediante la instrumentacion debido a la proteccién proporcionada
por residuos tisulares, dentina, suero y células muertas que inactivan o reducen la efectividad de los
agentes antimicrobianos. Ademas, estas bacterias suelen exhibir resistencia intrinseca a los agentes
antimicrobianos, capacidad para adaptarse mediante la activacion de genes de supervivencia y la
utilizacion de vias metabdlicas alternativas, asi como habilidades de agregacion bacteriana y sinergismo.
Todo esto se suma a su ubicacion en areas donde las fuentes de nutrientes se ven minimamente
afectadas (26).

3.7 Genoma

Desde la concepcion del concepto de genoma en 1920, el ambito de la ciencia genémica ha
experimentado un notable desarrollo, abarcando una diversidad de temas interrelacionados, tales como
la quimica de los &cidos nucleicos, la estructura molecular, la bioquimica de la replicacion y la expresion,

asi como los procesos mutacionales, la dindmica evolutiva y las interacciones celulares.

Las células constituyen la unidad basica de la vida en cualquier organismo, compartiendo tres
caracteristicas esenciales: una membrana celular, citoplasma y un genoma. Desde un punto de vista
estructural, las células se clasifican en dos tipos principales: procariotas y eucariotas. Las células
eucariotas, generalmente mas complejas, se caracterizan por la presencia de un nicleo y otros organulos
membranosos especializados, como las mitocondrias y los plastidos, cada uno con funciones especificas.
Por otro lado, las células procariotas presentan una organizacion celular mas simple y carecen de
organulos membranosos. Aunque comparten similitudes en su estructura, los procariotas se dividen en
dos dominios claramente distintos: las eubacterias, comunmente conocidas como bacterias, y las
arqueas. Estos dos grupos difieren fundamentalmente tanto en su composicion genética como en su

fisiologia celular (55,56).

Un genoma representa la totalidad del acido desoxirribonucleico (ADN) de un organismo, abarcando la
totalidad de sus genes. Cada genoma contiene la informacién necesaria para la construccion y el
mantenimiento del organismo correspondiente. En el caso de los seres humanos, un genoma consiste en
més de tres mil millones de pares de bases de ADN, que conforman una copia completa de toda su

informacion genética (57).
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3.7.1 Virus

Los virus son agentes infecciosos que requieren células vivas como huésped para su reproduccién y son
incapaces de hacerlo en ausencia de estos. A diferencia de las células, los virus carecen de dos atributos
esenciales que definen a una célula: no tienen membrana celular ni citoplasma. El hallazgo de los
virofagos, virus que parasitan a otros virus, ha reabierto el debate sobre si los virus deben considerarse
organismos vivos. Algunos sostienen que los virus son entidades vivas debido a su capacidad para servir
de hospedaje a otros virus, lo que implica un estado inicial "viva". Sin embargo, otros argumentan que la
incapacidad de los virus para reproducirse fuera de una célula huésped los clasifica como entidades no
vivas (58,59).

3.7.2 Bacteria

La célula bacteriana, al ser procariota, presenta una estructura relativamente simple en comparacion con
las células eucariotas. Falta de organulos membranosos, y su cromosoma, tipicamente Unico, no esta
segregado del resto de los componentes celulares. Aunque mayormente unicelulares, las bacterias con
frecuencia se agrupan para formar biopeliculas, comunidades celulares unidas por una matriz polimérica
secretada, donde muestran diversos comportamientos cooperativos. Ademas, tienen la capacidad de
diferenciarse en distintos tipos celulares, lo que significa que células con el mismo genoma pueden tener
morfologias y funciones diferentes. Solo una pequefia fraccion de la diversidad bacteriana (menos del
1%) puede ser cultivada y desarrollada en condiciones de laboratorio. La dificultad para cultivar bacterias
en laboratorio se debe a nuestro conocimiento limitado sobre sus procesos fisiolégicos y las interacciones

necesarias para su crecimiento (60).

El ciclo celular bacteriano implica la coordinacién entre la replicacion del genoma y la distribucion de las
copias replicadas en las células hijas, seguido por la division celular. Este proceso asegura la transmision
"vertical" del material genético de una generacion celular a la siguiente. En condiciones 6ptimas, ciertas
especies bacterianas pueden completar su ciclo celular en tan solo 20 minutos, lo que implica que una

Unica célula podria generar mas de mil millones de descendientes en apenas 10 horas (60,61).

3.7.3 Genoma Bacteriano

La replicacion del ADN bacteriano comienza en una secuencia especifica conocida como origen de
replicacion. Las proteinas involucradas se unen a este sitio y la sintesis del ADN avanza en ambas
direcciones. En los cromosomas circulares, hay un Gnico origen de replicacion, y la replicacion concluye
cuando las dos horquillas de replicacion se encuentran. En contraste, los cromosomas bacterianos

lineales generalmente tienen un origen central y la replicacion progresa en ambas direcciones, similar a
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los cromosomas circulares. Sin embargo, las enzimas de replicacion no pueden sintetizar nuevo ADN en
los extremos de un cromosoma lineal, lo que resulta en un acortamiento gradual del ADN después de
cada evento de replicacion. Por lo tanto, los cromosomas lineales requieren estructuras terminales
llamadas telomeros para protegerse de la degradacion del ADN. Estos telémeros estan compuestos por
multiples repeticiones en tAndem de secuencias cortas de nucle6tidos no codificantes (62,63).

3.7.4 Arqueas

Las arqueas son organismos unicelulares que se parecen mucho a las bacterias cuando se observan bajo
microscopio optico y electrénico. Al igual que las bacterias, suelen tener un Unico cromosoma circular y
carecen de nucleo. Durante mucho tiempo, las arqueas fueron clasificadas erroneamente como bacterias.
El primer indicio de que las arqueas podrian constituir un dominio separado se obtuvo a partir de analisis
filogenéticos del gen 16S rRNA. Los avances en la secuenciacion y analisis del genoma proporcionaron
mas evidencia de la distincién evolutiva entre los dominios bacterianos y arqueas. A pesar de su similitud

con las bacterias, las arqueas comparten muchas similitudes a nivel molecular con los eucariotas.

Las arqueas exhiben una combinacion Unica de caracteristicas bacterianas, eucariotas y especificas de
las arqueas. Su pared celular es quimica y estructuralmente diversa, sin embargo, de manera sistematica,

carecen de peptidoglicano, como la mureina, presente en la mayoria de las bacterias (64-66).

3.7.5 Expresién génica

La regulacion de la expresion génica es crucial para la diversidad y el funcionamiento celular, asi como
para la organizacién de los 6rganos humanos. Aunque las células humanas comparten secuencias de
ADN casi idénticas, sus funciones difieren ampliamente. Esto se logra principalmente mediante la
transcripcion y traduccién de los genes, procesos fundamentales para la transferencia de informacién del
genotipo al fenotipo. El control preciso de estos mecanismos es vital para el correcto funcionamiento de
todos los organismos. Los elementos genéticos encargados de regular la expresion génica, denominados
elementos reguladores, suelen ser secuencias presentes en el &cido desoxirribonucleico (ADN) o el acido
ribonucleico (ARN). De este modo, la informacion reguladora puede influir directamente en la secuencia

de &cido nucleico (67,68).

3.7.6 Regulacion transcripcional

La transcripcion del ADN es el proceso quimico mediante el cual la informacién genética contenida en el
ADN se transfiere al ARN. ElI ARN resultante puede desempefiar una funcién biolégica especifica o ser

parte de una clase intermedia de ARN conocida como ARN mensajero (ARNm), junto con otras moléculas
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de ARN como el ARN de transferencia (ARNt) y el ARN ribosomal (ARNTr). Estas moléculas de ARN son
componentes esenciales de la maquinaria celular utilizada para la sintesis de proteinas. El flujo de
informacién genética desde el ADN hasta el ARN y luego hacia las proteinas es un proceso fundamental
presente en todos los organismos vivos. No obstante, es importante destacar que la transferencia de
informacién no es exclusivamente unidireccional. La enzima transcriptasa inversa tiene la capacidad de
transferir informacion genética desde el ARN al ADN, lo que tiene implicaciones importantes en diversos

procesos biolégicos (69).

El modelo basico de regulacion transcripcional implica la unién de proteinas reguladoras, conocidas como
factores transcripciénales (FT), a secuencias especificas de ADN en regiones denominadas médulos
reguladores (MR). Los Factores transcripcionales son productos proteinicos sujetos a la regulacion de la
expresion génica. Los mdédulos reguladores se definen por la secuencia primaria de ADN a la que se unen
los factores transcripcionales, determinando asi su funcién en el proceso de expresion génica. Uno de los
tipos de médulos reguladores mas comunes son los promotores, gque consisten en motivos especificos
de ADN necesarios para la transcripcion del ARN tanto en procariotas como en eucariotas. Estos
promotores se unen a la maquinaria transcripcional basal, incluyendo la ARN polimerasa y los factores
transcripcionales generales. Los enhancers, por otro lado, son moédulos reguladores que se asocian con
proteinas activadoras y aumentan la afinidad de la ARN polimerasa hacia la regién promotora, facilitando
asi la transcripcion de genes especificos o conjuntos de genes. Los enhancers suelen estabilizar la union
de la ARN polimerasa mediante modificaciones estructurales en las histonas. Por ultimo, los silenciadores
son elementos reguladores que, al unirse a proteinas represoras, inhiben la transcripcion de genes al

bloquear la actividad de la ARN polimerasa (69,70).

3.8 Andlisis microbianos moleculares de nueva generacion

Los analisis microbianos moleculares de nueva generacién representan técnicas avanzadas que
posibilitan la exploracibn mas exhaustiva y precisa de la diversidad, estructura y funcién de las
comunidades microbianas en comparacion con los métodos convencionales. Estas técnicas se
fundamentan en tecnologias de secuenciacion de ADN de alto rendimiento, como la secuenciacién masiva
o de proxima generacion (NGS, por sus siglas en inglés), que permiten analizar grandes volimenes de
datos gendémicos de forma simultdnea. Estas innovadoras técnicas ofrecen numerosas ventajas respecto
a los enfoques tradicionales, como una mayor resolucion taxonémica y funcional, la capacidad de detectar
microorganismos en muestras ambientales complejas y la habilidad para identificar especies no
cultivables en el laboratorio. Ademas, los analisis microbianos de nueva generacion pueden proporcionar
valiosa informacién sobre la diversidad genética, la estructura de las comunidades microbianas, las

interacciones entre microorganismos y su contribucion a procesos ecolégicos y biogeoquimicos (71).
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3.8.1 Prebmica

Han surgido técnicas moleculares para la identificacion microbiana que aprovechan la gendémica,
superando asi las limitaciones asociadas al cultivo. Estas técnicas, en su mayoria, se basan en el gen del
ARN ribosémico 16S (16S rRNA), el cual puede ser analizado después de la extraccion del ADN
bacteriano. EI ARNr 16S contiene regiones altamente conservadas que permiten la orientacion de
cebadores universales hacia todas las bacterias, intercaladas con regiones hipervariables especificas de
cada especie. La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores universales disefiados para
las regiones conservadas puede amplificar los amplicones de ARNr 16S de una amplia diversidad de
especies bacterianas. Mediante la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante, se pueden
discriminar estas especies basandose en sus distintos comportamientos de fusion de secuencias de ARNr
16S, evidenciados en un gel de poliacrilamida. A pesar de que el gen 16S rRNA ha sido el marcador
filogenético mas utilizado para el estudio de comunidades microbianas orales durante casi dos décadas,
se han identificado limitaciones. Por ejemplo, las técnicas basadas en PCR, incluida la PCR cuantitativa
en tiempo real, solo han podido sondear hasta 10 especies de los cientos presentes en la comunidad
microbiana oral. Ademas, la electroforesis en gel no es una técnica cuantitativa y simplemente puede

diferenciar algunos taxones en una muestra determinada (72,73).

3.8.2 Secuenciacioén

La secuenciaciéon de ADN es el proceso que permite determinar el orden exacto de los nucle6tidos que
conforman una molécula de ADN. Estos nucleétidos, también llamados bases nitrogenadas, incluyen
adenina (A), timina (T), citosina (C) y guanina (G). Este procedimiento es esencial para comprender la
informacion genética almacenada en un organismo, dado que la secuencia de nucleétidos en el ADN
codifica la informacion necesaria para la sintesis de proteinas y para el funcionamiento de los procesos

celulares (71).

3.8.3 Metagendmica

La metagendmica es una disciplina de la biologia molecular que se dedica al estudio del material genético
colectivo obtenido directamente de muestras ambientales, como suelos, aguas, sedimentos e incluso el
microbioma humano, sin necesidad de cultivar los microorganismos presentes en ellas. A diferencia del
enfoque tradicional de analizar organismos o comunidades microbianas individualmente, la
metagenomica examina todo el conjunto de material genético presente en una muestra, lo que permite

estudiar la diversidad y la funcibn de los microorganismos de manera integral. Los métodos
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metagenomicos implican la extraccion de ADN o ARN de la muestra ambiental, seguido de la
secuenciacion masiva del material genético obtenido. Luego, se emplean técnicas bioinforméticas
avanzadas para analizar y comparar las secuencias obtenidas con bases de datos gendmicas, con el fin

de identificar genes, especies y funciones biolégicas presentes en la muestra (71).

3.8.4 Metadmica integrada

Los andlisis convencionales de conjuntos de datos 6micos generalmente se centran en la estructura o las
funciones de la comunidad. Sin embargo, desentrafiar la compleja red de interacciones entre las entidades
constituyentes sigue siendo un desafio importante. En el complejo ecosistema oral, comprender la
naturaleza y la dindmica de la enfermedad requiere un enfoque multifacético que incluye la evaluacion
taxondmica (composicion), las funciones potenciales (metagenoma), las funciones activas
(metatranscriptoma) y las funciones codificadas (metaproteoma y metaboloma) (Duran-Pinedo y Frias-
Lopez, 2015). Aunque cada enfoque proporciona informacion valiosa por separado, su analisis integrado
es significativamente mas valioso que la suma de sus partes para lograr una comprension integral de la

naturaleza y la dinamica de la enfermedad (71,74,75).

3.9 Nanopore

La tecnologia Nanopore es una técnica de secuenciacion de ADN de tercera generacion que permite la
lectura directa de moléculas de &cidos nucleicos mediante el paso de estas a través de un poro
nanomeétrico, sin necesidad de amplificacion previa. A medida que las bases nitrogenadas atraviesan el
poro, se generan cambios en la corriente idnica que son interpretados en tiempo real por un sistema
computacional, permitiendo la determinacion de la secuencia de bases. Esta tecnologia destaca por su
capacidad para producir lecturas ultra largas, portabilidad de los dispositivos y rapidez en la obtenciéon de
resultados, lo que la hace especialmente Util en estudios metagendémicos, de gendémica estructural y
diagnéstico clinico (76).

3.9.1 NanoDrop

El NanoDrop es un espectrofotometro de microvolumen utilizado para la cuantificacion y evaluacion de
la pureza de acidos nucleicos (ADN y ARN) y proteinas. Funciona mediante espectrofotometria UV-Vis,
midiendo la absorbancia de la muestra a diferentes longitudes de onda, principalmente a 260 nm y 280
nm, que corresponden a los picos de absorcion del ADN y de las proteinas, respectivamente. A través de
estas mediciones, se puede estimar la concentracion y la pureza del material genético, siendo una
herramienta rapida, precisa y que requiere volumenes minimos (tan solo 1-2 pL), lo cual es ideal para

aplicaciones en biologia molecular, genética y gendémica (77).

24



3.9.2 Electroforesis

La electroforesis es una técnica de laboratorio utilizada para la separacion y analisis de moléculas
cargadas, como acidos nucleicos (ADN y ARN) o proteinas, en funcién de su tamafio y carga eléctrica.
Este proceso se lleva a cabo aplicando un campo eléctrico a través de un gel poroso, generalmente de
agarosa o poliacrilamida, lo que permite que las moléculas migren a diferentes velocidades dependiendo
de sus caracteristicas fisicoquimicas. En biologia molecular, la electroforesis en gel de agarosa es una
herramienta fundamental para verificar la integridad del ADN, estimar su tamafio y evaluar productos de

amplificaciébn como los obtenidos en una PCR (78).

3.9.3 Barcode

El c4digo de barras genético (o DNA barcode) es una herramienta molecular utilizada para la identificacién
de especies mediante el analisis de una corta regién estandarizada del genoma. En bacterias se emplean
regiones del gen 16S rRNA. Esta técnica permite diferenciar organismos a nivel taxondmico con alta
precision, facilitando estudios de biodiversidad, control de calidad en productos biolégicos, analisis
ambientales y caracterizacion de microbiotas. El cddigo de barras genético es fundamental en enfoques
como el metabarcoding, donde se secuencian mdultiples barcodes simultaneamente para identificar

comunidades microbianas complejas (79).

3.9.4 Proname

PRONAME (Pipeline for the Robust ONtological Analysis of MEtabarcoding data) es una herramienta
bioinforméatica disefiada especificamente para el procesamiento, analisis y visualizacion de datos de
secuenciacién de tercera generaciéon, como los generados por plataformas Oxford Nanopore. Este
software integra multiples etapas del andlisis de datos metagendémicos, incluyendo filtrado de secuencias,
control de calidad, asignacion taxondmica y generacion de salidas gréficas interactivas. PRONAME se
destaca por su capacidad de manejar lecturas largas, permitiendo trabajar con regiones completas del
gen 16S rRNA, y por su compatibilidad con archivos en formato fastq y bases de datos taxondémicas

especializadas (80).

3.9.4 NanoPlot

NanoPlot es una herramienta bioinformatica disefiada para la visualizacion y evaluacién de datos de

calidad derivados de tecnologias de secuenciacion de tercera generacion, como Oxford Nanopore
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Technologies. Este software permite generar representaciones graficas detalladas que facilitan el andlisis
exploratorio de las lecturas crudas en archivos fastq o bam, incluyendo histogramas de longitudes de
lectura, diagramas de densidad, graficos de calidad por posicion y diagramas bivariantes que relacionan
longitud, calidad y rendimiento de las secuencias. NanoPlot resulta esencial en los flujos de trabajo de
control de calidad, ya que permite identificar rapidamente sesgos o problemas técnicos antes del andlisis

downstream, asegurando la integridad y confiabilidad de los datos de secuenciacién (80,81).

3.9.5 Unidades Taxondmicas Operativas (OTUSs)

Las Unidades Taxonémicas Operativas (OTUs, por sus siglas en inglés Operational Taxonomic Units) son
agrupaciones de secuencias de ADN gue comparten un alto grado de similitud, cominmente utilizadas
COMO proxy para representar especies 0 grupos taxonémicos en estudios de biodiversidad microbiana.
En andlisis metagendémicos y de metabarcoding, las OTUs se definen mediante umbrales de identidad
genética, usualmente del 97 %, lo que permite clasificar secuencias similares sin necesidad de una
identificacion taxonémica formal. Este enfoque ha sido ampliamente adoptado para evaluar la
composicion, estructura y diversidad de comunidades microbianas en diferentes entornos, facilitando el

andlisis comparativo entre muestras y condiciones experimentales (82).

3.9.6 Numeros Hill

Los nameros de Hill, también conocidos como numeros de diversidad o diversidad de Hill, son una familia
de indices que permiten cuantificar la diversidad biolégica de una comunidad considerando tanto la
riqueza de especies como la equitatividad en sus abundancias. Estos nUmeros estan parametrizados por
un valor q, el cual determina la sensibilidad del indice a las especies raras o0 dominantes. Cuando g=0, el
namero de Hill corresponde simplemente a la riqueza de especies (todas las especies se consideran por
igual); cuando g=1, equivale al exponencial del indice de Shannon el cual es un estimador de diversidad,
ponderando las especies por su abundancia relativa; y cuando g=2, se aproxima al inverso del indice de
Simpson, dando mayor peso a las especies dominantes. Esta formulacion proporciona una vision

unificada y comparativa de la diversidad, util en estudios microbiologicos y metagendémicos (83).
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

e |dentificar los microorganismos presentes en los microbiomas asociados a tratamientos
endododnticos que han fracasado, mediante el analisis de comunidades microbianas utilizando

técnicas de metabarcoding.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar la diversidad de los microorganismos identificados a través de los analisis de
metabarcoding de 6 muestras de dientes con periodontitis apical secundaria asintomatica.

e Evaluar la abundancia relativa de cada microorganismo identificado en los microbiomas asociados

con tratamientos endoddnticos fallidos.

e Determinar si existe un perfil microbiolégico caracteristico que pueda ser utilizado como

herramienta diagndstica en casos de periodontitis apical secundaria asintomatica.
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5. METODOLOGIA

5.1 TIPO Y DISENO DE ESTUDIO

El presente estudio correspondié a un tipo de estudio piloto con disefio transversal, observacional,
descriptivo e in vivo, realizado en dientes con diagndstico de periodontitis apical secundaria asintomatica.
Se llevo a cabo un andlisis de las muestras obtenidas del sistema de conductos radiculares mediante

secuenciacién de metabarcoding con tecnologia Nanopore®.

5.2 AREA DE ESTUDIO

El estudio se desarrollé en la Escuela de Odontologia de la Universidad del Valle, ubicada en la ciudad
de Cali Valle. Esta institucion académica y clinica cuenta con servicios especializados en diferentes ramas
de la odontologia, incluyendo el Posgrado de Endodoncia, donde especificamente fue que se llevé a cabo

la recoleccién de los pacientes.

5.3 POBLACION OBJETIVO

La poblacion Objetivo de este estudio estuvo constituida por pacientes que asistieron a la Escuela de
Odontologia de la Universidad del Valle y que fueron remitidos al servicio del Posgrado de Endodoncia
con necesidad de retratamiento endoddéntico como parte de su tratamiento definitivo durante el periodo

comprendido entre noviembre del 2024 y marzo del 2025

5.4 POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de estudio estuvo conformada por los pacientes remitidos a la clinica del servicio de
Posgrado de Endodoncia para retratamiento endodontico y con diagnostico de periodontitis apical
asintomatica. Posteriormente, se realizé un examen clinico inicial, donde se presento el proyecto a cada
paciente que dese0 participar, se le explicd que su participacion era voluntaria, asi como, objetivos y

desarrollo de la investigacion a realizar.

5.4.1 CRITERIOS DE SELECCION
5.4.1.1 CRITERIOS DE INCLUSION

e Dientes que presenten como diagnéstico pulpar tratamiento endodéntico previo que requieran

retratamiento endodéntico, y que presentan periodontitis apical secundaria.

5.4.1.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes con enfermedades sistémicas graves ASA4.
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e Pacientes en estado de embarazo o lactancia.

e Pacientes que hayan utilizado tratamiento con antibiéticos en los ultimos 30 dias.

e Pacientes que hayan participado en otro estudio clinico durante los 3 meses anteriores.
¢ Dientes que no puedan aislarse facilmente con dique de goma.

¢ Dientes con presencia de postes intrarradiculares.

e Pacientes a los cuales no se les pueda desobturar el canal radicular en 1 sola cita.

5.5 DISENO DE MUESTREO

Se utiliz6 un muestreo no probabilistico por conveniencia, seleccionando a los pacientes que acudieron a
la clinica del servicio de Posgrado de Endodoncia durante el periodo de estudio comprendido entre
noviembre del 2024 y marzo del 2025 con diagnostico de periodontitis apical asintomatica. La muestra
estuvo conformada por aquellos pacientes que cumplian con los criterios de inclusion establecidos

previamente.

5.5.1 CALCULO DEL TAMANO DE MUESTRA

En el presente estudio se incluyeron seis (6) muestras correspondientes a 6 pacientes distintos
diagnosticados con periodontitis apical asintomatica, seleccionados de los procedimientos clinicos
realizados en el Posgrado de Endodoncia de la Universidad del Valle. Los pacientes incluidos cumplieron
con los criterios de inclusién y exclusiéon establecidos, y la recoleccién de muestras se llevd a cabo durante

dos semestres académicos, iniciando en noviembre de 2024 y finalizado en marzo del 2025.

5.6 DEFICICION DE VARIABLES

5.6.1 DEFINICION DE LA VARIABLE DEPENDIENTE

Diversidad Microbiana: Es la variedad y abundancia relativa de diferentes especies microbianas (tanto
cultivables como no cultivables) presentes en el microbioma del conducto radicular. Esta variable refleja
el grado de complejidad y heterogeneidad del ecosistema microbiano en dicha region anatémica. Se
considera dependiente porque varia en funcion de la composicion del microbioma, es decir, de los tipos

especificos de microorganismos presentes.
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5.6.1.2 CUADRO OPERACIONAL DE LAS VARIABLES

Tabla 1. Definicion operacional de variables.

Tipo/nivel de

Variable Definicion operacional medicion Valores posibles
Tipos especificos de Cualitativa Nombres de los
Composicion microorganismos presentes en el Nominal microorganismos
microbioma microbioma del conducto radicular encontrados segun

su material genético

Expresada por

Diversidad ) ) ) ! )
Microbiana Variedad y abundancia relativa de Cuantitativa medio de especies
diferentes especies microbianas Continua microbianas
cultivables y no cultivables presentes,
presentes en el microbioma del representadas en
conducto radicular porcentajes relativos

de abundancia

5.7 PROCESO DE EXTRACCION, PREPARACION DE LAS BIBLIOTECAS DE ADN Y ANALISIS

El procedimiento de analisis genético se inici6é con la conservacion de las muestras biolégicas, las cuales
fueron almacenadas en tubos Eppendorf a una temperatura de —80 °C con el fin de evitar su degradacion
y preservar la integridad del material genético. Posteriormente, se realiz6 la extraccién del ADN utilizando
el kit ZymoBIOMICS DNA, lo que permitié obtener ADN de alta calidad apto para los andlisis posteriores.
A continuacion, se efectud la evaluacion de la calidad del ADN mediante la cuantificacion con NanoDrop
y la amplificacion del gen 16S rRNA por PCR, garantizando la pureza y adecuacion del material para la
secuenciacion. Una vez verificada su calidad, se llevé a cabo la amplificacion de regiones variables (V1—
V9) del ADN, con el proposito de aumentar la cantidad de fragmentos representativos del genoma
microbiano. Se procedié a la preparacion de bibliotecas de ADN utilizando el kit de ligacion Nanopore,
siguiendo las recomendaciones del fabricante para garantizar la eficiencia de la secuenciacién. Las
muestras amplificadas fueron sometidas a un proceso de agrupacion en proporciones equimolares, con
el fin de asegurar una representacion balanceada de cada muestra dentro del andlisis global. Finalmente,

las bibliotecas preparadas fueron sometidas al proceso de secuenciacibn en modalidad single-end,
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empleando la tecnologia Nanopore, la cual permite obtener lecturas de alta longitud y precision,

esenciales para el analisis metagenomico.

El analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas se llevé a cabo mediante un flujo de trabajo
estructurado en diferentes etapas, orientado a garantizar la calidad y precision en la identificacién de los
taxones presentes en las muestras. En primer lugar, se realizo el filtrado de lecturas, eliminando aquellas
de baja calidad y seleccionando Unicamente las secuencias con una longitud comprendida entre 1300 y
1600 pares de bases, con el fin de asegurar la fiabilidad de los datos. Posteriormente, se efectud la
eliminacion de quimeras mediante el software VSEARCH, lo que permiti6 descartar las secuencias

artefactuales generadas durante la amplificacién por PCR.

Las secuencias depuradas fueron sometidas a la agrupacion en unidades taxondémicas operativas
(OTUs), considerando un umbral de similitud superior al 80 % y una calidad mayor a 7, con el propdsito
de agrupar los fragmentos genéticos que representan especies 0 grupos microbianos similares. A
continuacion, se llevé a cabo la asignacion taxonémica utilizando la herramienta REGEN-B, que permitio
asociar cada OTU con su correspondiente nombre taxondmico segun las bases de datos de referencia.
Se aplicdé un andlisis de estadistica descriptiva de abundancia, basado en los indices de riqueza y
diversidad de Shannon y Simpson, expresados mediante niumeros de Hill y representados a través de
curvas de acumulacién. Para el andlisis comparativo de la abundancia entre muestras, se utilizaron
frecuencias relativas y para el procesamiento, visualizacién (gréficos) y analisis de los resultados se
utilizaron diversos paquetes de datos R, entre los que se incluyeron: phyloseq, giime2R, ggplot2,

RColorBrewer, fantaxtic, INEXT y dplyr.

5.8 CONSIDERACIONES ETICAS

En el contexto de esta investigacion, se aplicaron los principios establecidos en el Codigo de NUiremberg
como una guia fundamental, estos principios, surgidos como respuesta a experimentos inhumanos
llevados a cabo durante la Segunda Guerra Mundial, destacaban la importancia del consentimiento
informado, la minimizacién de riesgos y la garantia de la voluntariedad de la participacion de los sujetos
en cualquier estudio.

Este estudio fue una investigacion in vivo en las clinicas del posgrado de endodoncia y laboratorios de
Microbiologia de la Universidad del Valle, siguiendo los lineamientos de ética descritos en la resolucion
namero 8430 de 1993 la cual fue emitida por el ministerio de salud colombiano estableciendo normas
cientificas, técnicas, administrativas y disposiciones relacionadas con la investigacion en salud, asi como
la ética de los estudios de investigacion en seres humanos.

Esta investigacién experimental de acuerdo a la resoluciéon 8430 de 1993, en el articulo 11 del titulo I,
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Capitulo | se clasificé como una investigacion de riesgo minimo ya que se realizaron procedimiento de
recoleccion de muestras del conducto radicular de pacientes los cuales pudieron estar en contacto con
saliva y sangre los cuales fueron llevados a investigacion microbiolégica.

El estudio se ajust6 a las normativas éticas y legales vigentes, asi como a las directrices del comité de
ética de la universidad del valle. Finalmente, este estudio obtuvo la aprobacion formal del comité de CEIS

de la universidad del valle a través del cédigo (059-024) antes de iniciar el trabajo de campo.
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6. RESULTADOS

6.1 SECUENCIACION

La fusion de las lecturas paired-end fueron un total de 31.257 lecturas, distribuidas entre las seis

muestras analizadas (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas de las muestras segun sexo, diente de la lesion, edad del paciente, lecturas
simples y apareadas de alta calidad.

Lecturas Lecturas
Edad del simples de apareadas

Muestra Cddigo Sexo Diente paciente P | P de al
(afios) a ta ea ta
calidad calidad
ME001 Barcode 25 F 25 58 4758 17
MEOQ002 Barcode 26 M 11 42 7934 5
MEO003 Barcode 27 F 25 55 4609 12
MEOQO04 Barcode 28 M 14 42 2712 18
MEO005 Barcode 29 M 24 44 6170 53
MEO006 Barcode 30 M 23 58 4965 4

M: masculino - F: femenino
Lecturas simples de alta calidad (HQ_simplex_reads) y apareadas (HQ_duplex_reads)

6.2 RIQUEZA Y DIVERSIDAD

6.2.1 Riqueza: En el grafico se observa indice de rigueza de Chao (Figura 4 q = 0) que expresa la
totalidad de la poblacion microbiana identificada en nimero de lecturas (eje X) y el nimero de especies
(eje Y) de las seis muestras evaluadas. Se observa que la muestra Barcode 29 y Barcode 30 alcanzaron
una asintota aproximadamente de 17 especies que cubri6 la regidon secuenciada, a diferencia del Barcode
27 que alcanz6 aproximadamente 16 especies, seguido del Barcode 25 con 14 especies, Barcode 28 con
9 especies y Barcode 26 con 7 especies, indicando asi, que las muestras con mayor riqueza fueron el

Barcode 29 y Barcode 30 y la muestra menos rica fue el Barcode 26.
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6.2.2 Diversidad: El indice de diversidad de Shannon (Figura 4 g = 1) toma en cuenta las especies con
diversidad o frecuencia media, por lo tanto, nos indica que el Barcode 30 se ajusta a tener
aproximadamente 12 especies siendo el mas diverso, a diferencia del Barcode 26 en el que se identifican
aproximadamente 2 especies, siendo esta la menos diversa. En el Barcode 29 se evidencian
aproximadamente 6 especies, seguido del Barcode 27 con 5 especies, Barcode 25 con 4 especies y
Barcode 28 con 3 especies, respectivamente.

El indice de diversidad de Simpson (Figura 4 g = 2) toma en cuenta las especies mas abundantes o
dominantes y nos indica que el Barcode 30 sigue siendo el mas diverso identificando aproximadamente
11 especies, a diferencia del Barcode 28 y Barcode 26 expresando ser los menos diversos con
aproximadamente 1 especie dominante. El Barcode 29 se ajusta a tener aproximadamente 4 especies,
seguido del Barcode 27 con 3 especies y Barcode 25 con 2 especies.
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Figura 4. Curva de rarefaccion del nimero de especies observadas o Unidades Taxondmicas Operacionales (OTU),
en funcién del nimero de lecturas analizadas seguin Chao (q = 0), Shannon (q = 1) y Simpson (q = 2).

6.3 COMPOSICION TAXONOMICA DE LA MICROBIOTA

La composicién de la microbiota analizada en las seis muestras (“barcode25” a “barcode30” mostré una
diversidad taxonémica significativa, con predominancia de especies bacterianas pertenecientes a distintos
grupos filogenéticos, principalmente de los filos Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria y

Actinobacteria.
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Entre los taxones mas frecuentes se encuentran (Figura 5):

e Streptococcus oralis subsp. tigurinus
e Veillonella parvula

e Fusobacterium nucleatum

e Lactobacillus gasseri

e Selenomonas sputigena

e Eubacterium sp. y Eubacterium limosum

La caracterizacion taxonémica de la microbiota revelé una composicién bacteriana heterogénea entre las
seis muestras analizadas (“barcode25” a “barcode30”), con la presencia destacada de taxones
pertenecientes a los filos Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria. En términos
generales, Streptococcus oralis subsp. tigurinus, Veillonella parvula y Fusobacterium nucleatum se
detectaron de manera consistente en multiples muestras.

La muestra barcode25 exhibio alta diversidad y abundancia de Lactobacillus y Streptococcus sp., mientras
gue barcode26 se caracteriz6 por una mayor presencia de Enterococcus faecalis y Streptococcus sp.
Barcode27 presentd un perfil con mayor prevalencia de Tannerella forsythia y Prevotella massiliasp,
mientras que barcode28 predominé la Pyramidobacter piscolens. Barcode29 predominé el Enterococcus
faecalis, Lacticaseibacilluszeae, y barcode30 evidencié una mayor diversidad, con predominio de la
especie Fretibacterium fastidiosum (Figura 5).
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Figura 5. Composicion bacteriana y abundancia relativa (%) de especies identificadas por muestra mediante secuenciacion del
gen 16S rRNA
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7. DISCUSION

En la actualidad, las tecnologias de secuenciacion de tercera generacion han optimizado la evaluacion
de la composicidon bacteriana, permitiendo una caracterizacion mas precisa de las comunidades
microbianas y, en consecuencia, una mejor comprensién del papel que desempefian los microorganismos
en la patogénesis de la periodontitis apical (84). En el presente estudio se utilizé la secuenciacién de los
fragmentos de ADN del gen del ARN ribosomal 16S, abarcando las regiones variables V1 a V9, con el
propésito de caracterizar la diversidad taxonémica en casos de periodontitis apical secundaria y analizar
los patrones clinicos relacionados con la estructura de la comunidad microbiana (85,86). La secuenciaciéon
fue realizada mediante la tecnologia de tercera generacion Nanopore, desarrollada por Oxford Nanopore
Technologies®. En este contexto, diversos estudios previos han empleado la tecnologia de secuenciacion
lllumina con etiquetado mediante cbédigos de barras, utilizando plataformas basadas en
pirosecuenciacion, con el objetivo de analizar la diversidad microbiana de manera precisa y reproducible
(87). Aunque la plataforma de secuenciacion Illlumina representa una mejora significativa en comparacion
con otros métodos para evaluar la composicion bacteriana, se distingue por una baja tasa de error, que
varia entre el 0.1 % y el 1 %. Esta tecnologia se caracteriza por generar lecturas cortas de ADN,
favoreciendo una alta precision y reproducibilidad en los estudios microbioldgicos (88) La tecnologia de
secuenciacion por nanoporos, desarrollada por Oxford Nanopore Technologies®, ha revolucionado el
analisis gendémico al posibilitar la lectura directa de moléculas de ADN sin la necesidad de pasos previos
de amplificacion (89,90). Una de sus principales ventajas es su capacidad para generar lecturas ultra
largas, que en condiciones Optimas pueden superar el millon de pares de bases, lo que favorece el
ensamblaje de genomas complejos y la identificacion de variantes estructurales. No obstante, esta
tecnologia presenta una tasa de error relativamente alta en comparacion con plataformas basadas en
secuenciacién por sintesis, como lllumina (90,91). Aunque los avances recientes han incrementado
significativamente la precisién, los errores pueden oscilar entre el 2 % y el 10 %, particularmente en
regiones con repeticiones homopoliméricas o estructuras secundarias complejas(92). En el presente
estudio se empled la tecnologia de secuenciacion Nanopore® con estrategia metabarcoding, en lugar
del sistema Illumina Migseg®, debido a que Nanopore permite obtener lecturas largas de ADN, que
oscilan entre 10.000 y 30.000 nucledtidos, mediante lecturas sencillas (simplex) y dobles (duplex) (80,90).
Esta caracteristica posibilita la secuenciacién completa del gen ribosomal 16S, lo que ofrece una mayor
resolucién taxonémica. En contraste, el sistema lllumina genera lecturas cortas, aproximadamente entre
150 y 300 (88), lo que representa una limitacion para diferenciar ciertos microorganismos y evaluar con
precision su diversidad. Finalmente, se opt6é por emplear lecturas simples, ya que, a pesar de presentar
una mayor probabilidad de errores en comparacion con las lecturas dobles, permiten corregir los errores

y definir la variabilidad taxonémica (80).
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La caracterizacion taxondmica realizada evidencié una composicién bacteriana heterogénea entre las
seis muestras analizadas, lo que pone de manifiesto una variabilidad microbiana (93—-96). Esta diversidad
puede estar relacionada con diferencias fisioldgicas o clinicas entre los individuos, en diferentes contextos
de salud y enfermedad (46,47,50,54,86).

Los principales taxones identificados en las muestras analizadas pertenecen a los filos Firmicutes,
Fusobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria, los cuales han sido comunmente reportados en la
literatura como asociados a la microbiota presente en lesiones endodoénticas (97-100). Dentro de estos
grupos, la deteccion conjunta de especies como Streptococcus oralis, Veillonella parvula, Fusobacterium
nucleatum y Lactobacillus gasseri fue consistente en multiples muestras, siendo particularmente
relevantes para este estudio debido a que su presencia sugiere la existencia de un microbioma complejo

y equilibrado; caracteristico de entornos microbianos maduros o clinicamente estables (99,100).

La muestra Barcode25 present6 una baja diversidad, con predominio aproximadamente de 2 especies
dominantes del género Lactobacillus y Streptococcus sp., ambas cominmente asociadas a la microbiota
oral e implicadas en procesos de caries y desmineralizacion contribuyendo a la progresion de la lesion
(Santos et al.,, 2021) (101). El Barcode 26, también mostro una baja diversidad conformada
aproximadamente por 1 especie dominante correspondiente al género Enterococcus faecalis, una especie
ampliamente vinculada a infecciones endoddnticas persistentes debido a su capacidad de sobrevivir en
condiciones desfavorables y resistir tratamientos antimicrobianos (Barbosa-Ribeiro et al., 2016-2024;
Jhajharia et al., 2015) (102—-104). La muestra Barcode27 destacé la prevalencia de Tannerella forsythia
y Prevotella massilia sp., especies asociadas a condiciones anaerobias crénicas y a la progresién de
infecciones periodontales y endodénticas como fue reportado por (Siqueira & Rdécas, 2009) (105). El
Barcode 28 evidencido la presencia de Pyramidobacter piscolens, un microorganismo del filo
Synergistetes que ha sido identificado en infecciones mixtas de dificil resoluciébn o en desequilibrios
biolégicos, especialmente en casos de fracaso endodéntico (Downes et al., 2009) (106). Barcode?29,
predominé Enterococcus faecalis junto a Lacticaseibacillus zeae, que, en el contexto endoddntico, aunque
Nno son agresivas por si solas, pueden causar infeccion si se encuentran en un ambiente favorable dentro
de un diente afectado, desencadenando asi, la no resolucién de la patologia perirradicular como fue
reportado por (Sedgley et al., 2006) (107). Finalmente, el Barcode 30 mostr6 una composicidon mas
diversa, destacandose la presencia dominante de Fretibacterium fastidiosum, bacteria recientemente
relacionada con procesos inflamatorios crénicos y con el agravamiento de lesiones apicales (Isabela N.
Rocas et al., 2014) (108).

En el presente estudio, se identificd al filo Bacillota (anteriormente conocido como Firmicutes) como el
grupo bacteriano con mayor prevalencia en las muestras analizadas, hallazgo que concuerda con

investigaciones previas. Siqueira y Réc¢as (2003) describieron a Parvimonas alactolytica, un bacilo Gram
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positivo y anaerobio estricto pertenecientes al filo Firmicutes, como una de las especies mas frecuentes
en este tipo de infecciones (109). En una investigacion posterior, Siqueira et al. (2016) realizaron un
analisis clonal del gen 16S rRNA en muestras de diez conductos radiculares, identificando 689 clones que
correspondieron a 76 filotipos distintos. Dicho analisis evidencié una comunidad microbiana compleja,
donde Firmicutes representd el filo mas predominante (43.5 %), seguido por Bacteroidetes (22.5 %) y
Proteobacteria (13.2 %), de manera consistente(110). Abraham et al. (2024) analizaron 20 conductos
radiculares mediante secuenciacidbn masiva del gen 16S rRNA, obteniendo més de 5.3 millones de
lecturas, y reportaron que Firmicutes fue el filo dominante tanto en infecciones primarias (32.2 %) como
en casos postratamiento (54.4 %). Este incremento en la proporcién de Firmicutes tras el tratamiento

endodontico podria reflejar una seleccion microbiana inducida por la intervencion clinica (111).

En particular, se destacé la presencia de Enterococcus faecalis, una especie perteneciente a este filo
conocida por su resistencia y relevancia clinica, cuya frecuencia fue significativamente mayor en
conductos previamente tratados, lo que refuerza su papel en las infecciones endoddnticas persistentes
(102-104,112).

En el presente estudio, se detecté consistentemente la presencia de bacterias del género Clostridia en
todas las muestras analizadas (n=6), lo cual sugiere una distribucion constante y potencialmente
relevante de este grupo dentro del ecosistema microbiano de las infecciones endoddnticas. Henriques et
al. (2016), quienes identificaron Clostridium difficile, un miembro clinicamente significativo de la clase
Clostridia, en conductos radiculares que no respondieron al tratamiento endodéntico. En dicho estudio,
se analizaron 40 muestras mediante amplificacién por desplazamiento multiple (MDA) e hibridacién con
107 sondas especificas, detectando a C. difficile con una frecuencia promedio del 2.74 %. La persistencia
de Clostridia podria estar relacionada con su capacidad de sobrevivir en ambientes anaerobios extremos
como los conductos radiculares infectados (54); formando un microbioma resistente y dificil de erradicar
en infecciones endoddnticas crénicas o recurrentes (113). Por tanto, su identificacion debe ser
considerada en futuras estrategias diagndsticas y terapéuticas, especialmente en casos clinicamente

refractarios al tratamiento convencional (114).

En el Barcode 28, se identific6 una alta abundancia de la especie Pyramidobacter piscolens,
perteneciente al género Synergistia del filo Synergistota (anteriormente denominado Synergistetes), lo
cual reviste especial relevancia dada su afinidad por ambientes estrictamente anaerobios. No obstante,
gracias al uso de técnicas moleculares como la secuenciacion del gen 16S rRNA, se ha logrado
documentar su presencia en casos de infecciones endodonticas secundarias (94). En este sentido,
Sanchez-Sanhueza et al. (2018) reportaron que P. piscolens (OTU7) fue uno de los microorganismos
dominantes en agrupaciones correspondientes a infecciones endodonticas secundarias, incluso en casos

asintomaticos con periodontitis apical secundaria. Estos autores sefialaron que P. piscolens no es
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exclusivo de formas clinicas sintomaticas, ya que su presencia también es frecuente en infecciones
persistentes sin sintomatologia evidente. Este hallazgo reviste importancia clinica y microbiolégica, ya
gque los miembros de este filo han sido histéricamente dificiles de cultivar mediante métodos tradicionales,
lo que ha limitado su caracterizacién a través del tiempo; sin embargo, su deteccion en este estudio
sugiere que Pyramidobacter piscolens podria desempefiar un papel activo en la estructura y estabilidad
del microbioma asociado a infecciones endodonticas secundarias, independientemente de la expresion

clinica del paciente (93).

Los hallazgos obtenidos en este estudio evidencian que la caracterizacion del microbioma mediante
técnicas de metabarcoding ofrece una visibn mas completa y profunda de los microorganismos presentes
en dientes con periodontitis apical secundaria asintomética. Desde el enfoque de las ciencias bésicas,
este analisis permite comprender la complejidad de las comunidades microbianas involucradas y esta
informacion resulta fundamental para establecer correlaciones entre determinados perfiles microbianos y

el comportamiento clinico de las lesiones periapicales.

No obstante, el diagnostico en estas condiciones no puede depender exclusivamente del componente
microbioldgico. Las respuestas del huésped, moduladas por factores como la inmunidad local, la historia
clinica, la anatomia radicular y la calidad del tratamiento endodontico previo, también desempefian un
papel determinante en la evolucién clinica de la enfermedad (116). Por tanto, es necesario considerar que
el perfil microbiano por si solo no constituye un criterio diagnéstico absoluto, sino que debe integrarse con
la evaluacion clinica y radiografica del paciente. En consecuencia, este estudio refuerza la importancia de
la integracioén entre las ciencias basicas y la practica clinica para lograr una comprension integral de las
infecciones endoddnticas persistentes (117). La aplicacion del metabarcoding en el entorno clinico no solo
amplia las herramientas diagnésticas disponibles, sino que también plantea la necesidad de considerar
las particularidades biolégicas de cada paciente, promoviendo un enfoque mas personalizado en la toma

de decisiones terapéuticas (118,119).

Una de las principales limitaciones de este estudio radica en la falta de evaluacion longitudinal de la
presencia o resolucion de lesiones apicales antes y después del tratamiento endoddntico convencional.
La ausencia de seguimiento radiografico impide clinica de la lesién periapical. Esta limitacion restringe la
posibilidad de correlacionar los hallazgos microbiolégicos con el éxito o fracaso del tratamiento,
dificultando asi la interpretacion del papel de ciertos grupos bacterianos en la persistencia o resolucion

del proceso infeccioso (91,92).

Finalmente, con el perfeccionamiento de los enfoques metagendmicos, la investigacion del microbioma
tenderd a centrarse en las complejas interacciones entre las bacterias y su huésped. La integracién entre

el analisis de nutrientes, los genomas del huésped y otros metadatos complementarios permitira construir
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una visién mas detallada e integral de estas interacciones. A medida que se produzcan alteraciones en el
equilibrio normal de la microbiota, estos enfoques facilitardn una comprension mas profunda de la
etiopatogenia de las enfermedades periapicales, contribuyendo asi al desarrollo de estrategias

diagndsticas y terapéuticas mas precisas (115).

8. RECOMENDACIONES

e Como limitaciones de este estudio se tiene que el tamafo de muestra es pequefio, por lo cual se
recomienda realizar mas estudios con un mayor tamafio de muestra para fortalecer los

resultados obtenidos en esta investigacion.

e Se recomienda llevar a cabo estudios longitudinales que permitan evaluar de manera mas
completa las condiciones clinicas y biol6gicas del huésped, con el fin de comprender mejor la
evolucién de la microbiota y su impacto en el pronéstico de las infecciones endodonticas

persistentes.

9. CONCLUSIONES

e La marcada variabilidad en la composicién microbiana entre pacientes sugiere que las infecciones
endoddnticas secundarias no estan asociadas a un patégeno especifico, sino a una interaccién
compleja de multiples microorganismos, cuya dinamica puede estar influenciada por condiciones
clinicas e inmunolégicas propias del huésped. Esta variabilidad también explica por qué algunos
casos no responden adecuadamente al tratamiento convencional, a pesar de la ausencia de
sintomas. En este contexto, la identificacion de microorganismos resistentes o de dificil
erradicacion resalta la necesidad de actualizar los protocolos de desinfeccion y considerar

estrategias terapéuticas mas eficaces y personalizadas.

e La aplicacion de tecnologias de secuenciacion de tercera generacion (Nanopore®) permitié una
caracterizacion detallada y de alta resolucion del microbioma presente en conductos radiculares
de dientes con periodontitis apical secundaria asintomatica. Esta metodologia revel6 una
comunidad microbiana compleja, diversa y altamente variable entre individuos, lo que demuestra
una significativa heterogeneidad taxondmica que no podria haberse detectado con técnicas

convencionales.
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