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RESUMEN

Antecedentes: La cavidad oral alberga diversos microorganismos (arqueas, hongos bacterias
y virus) constituyentes del microbiota oral; su estudio ha establecido que su disbiosis esta
relacionada con enfermedades como el Carcinoma Escamocelular Oral (CECO). Gracias a
la secuenciacion de ultima generacién (NGS) se ha podido estudiar a fondo esta microbiota,
pero en CECO, su descripcién es escasa. Aungue se han identificado virus y arqueas
relacionados con cancer en otros sitios anatdmicos no se ha determinado su presencia de
manera diferencial en multiples microambientes orales, que incluya muestras de pacientes
con CEOC.

Objetivo: Identificar presencia de virus y arqueas presentes en muestras de pacientes con
cancer oral.

Métodos: Estudio observacional descriptivo. En muestras de saliva, placa, tumor de 10
pacientes con CECO. saliva y placa de 10 controles, se realizd NGS. A partir de los datos
obtenidos se seleccionaron cuatro microorganismos de interés (Methanobrevibacter sp
AbM4-arquea y Lactobacillus phague KC5a-virus asociados a enfermedad y Candidatus
Methanomethylophilus alvus-arquea, Campylobacter CP220-virus asociados a salud)
Posteriormente, se realiz6 PCR convencional para identificar dichos microorganismos en
nuevas muestras de tejido tumoral de 36 pacientes con diagnéstico de CECO. Se realizaron
andlisis cualitativos, cuantitativos y estadistico con la prueba X? para determinar diferencias
estadisticamente significativas entre la presencia de estos microorganismos y caracteristicas
sociodemograficas.

Resultados: Mbb, Ca alvus, Cp220, kc5a fueron positivos en 8%, 25%, 42% y 36%, con una
concentracion media de 43735, 324.9, 44.03 y 33.68 respectivamente. Mbb y Ca alvus
mostraron diferencias estadisticamente significativas frente al sexo oral (p: 0.0431) y reflujo
gastroesofagico (p: 0.04965) respectivamente.

Conclusion: Arqueay virus candidatos de enfermedad tuvieron una frecuencia del 8% y 36%
respectivamente. mientras que la arquea y virus relacionados con salud presentaron
frecuencia de 25% vy 42 %.

PALABRAS CLAVE: arquea; carcinoma escamocelular oral; enfermedad; salud; virus.



ABSTRACT

Background: The oral cavity harbors various microorganisms (archaea, fungal bacteria and
viruses) constituents of the oral microbiota; His study has established that his dysbiosis is
related to diseases such as Oral Squamous Cell Carcinoma (CECO). Thanks to the latest
generation sequencing (NGS) it has been possible to study this microbiota in depth, but in
CECO, its description is scarce. Although cancer-related viruses and archaea have been
identified in other anatomical sites, their presence has not been differentially determined in
multiple oral microenvironments, which includes samples from patients with CEOC.
Objective: To identify the presence of viruses and archaea present in samples of patients
with oral cancer.

Methods: Descriptive observational study. In samples of saliva, plaque, tumor of 10 patients
with CECO. Saliva and 10 controls plate, NGS was performed. From the data obtained, four
microorganisms of interest were selected (Methanobrevibacter sp AbM4-arquea and
Lactobacillus phague KCb5a-virus associated with disease and Candidatus
Methanomethylophilus alvus-arquea, Campylobacter CP220-virus associated with health)
Subsequently, conventional PCR was performed to identify these microorganisms in new
samples of tumor tissue from 36 patients diagnosed with CECO. Qualitative, quantitative and
statistical analyzes were performed with the X2 test to determine statistically significant
differences between the presence of these microorganisms and sociodemographic
characteristics.

Results: Mbb, Ca alvus, Cp220, kc5a were positive in 8%, 25%, 42% and 36%, with an
average concentration of 43735, 324.9, 44.03 and 33.68 respectively. Mbb and Ca alvus
showed statistically significant differences compared to oral sex (p: 0.0431) and
gastroesophageal reflux (p: 0.04965) respectively.

Conclusion: Archaea and virus disease candidates had a frequency of 8% and 36%
respectively. while archaea and health-related viruses presented a frequency of 25% and
42%.

keywords: Archaea; Oral squamous cell carcinoma, Disease, Health; virus.

INTODUCCION

La microbiota es la poblacion total de microorganismos encontrados en un determinado
nicho, ésta compuesta por virus, bacterias, hongos y arqueas. Adicionalmente, ha sido
caracterizado en distintas regiones anatomicas como tracto gastrointestinal, cavidad oral, y
piel entre otros (1, 2).

La microbiota oral, es una de las méas conocidas del cuerpo humano, esta compuesto por mas
de 700 especies de bacterias que cohabitan con virus, arqueas y hongos, en diferentes
microambientes dentro de la cavidad oral, por ejemplo, encia queratinizada, amigdalas



palatinas, saliva, placa subgingival, placa supragingival, orofaringe, dorso de la lengua,
paladar duro etc. adicionalmente, puede verse influenciada por factores como la dieta,
aspectos genéticos del hospedero, incluso el entorno socioeconomico en el que se desarrollo
3,4)

Actualmente, las enfermedades infecciosas no son observadas como producto de un
microorganismo en particular, sino al desequilibrio de la microbiota (disbiosis) como es el
caso de la periodontitis, la caries dental y mas recientemente el cancer. Para este ultimo caso,
microorganismos como Helicobacter pylori, una bacteria involucrada en el desarrollo de
cancer gastrico, 0 Prevotella melaninogenica, Streptococcus mitis y Capnocytophaga, estos
ultimos considerados como posibles candidatos a biomarcadores en cancer oral (5),

El cancer oral, ocupa el sexto lugar en los tipos de cancer mas comunes a nivel mundial,
representando el 1.9% de muertes cada afio y el 90% de los casos diagnosticados en cavidad
oral, cominmente asociado a habitos como el consumo de tabaco, alcohol, entre otras debido
a la capacidad que tienen estas sustancias de producir modificaciones genéticas que lleven a
un dafio celular severo(6).

Como se menciond anteriormente, los virus y arqueas son parte de la microbiota oral. Las
arqueas por su parte, son microorganismos poco estudiados en relacién con patologias en
cavidad oral, en especial en el desarrollo de periodontitis y periimplantitis. La diversidad de
arqueas relacionadas con el ser humano no es muy amplia, actualmente se conoce que los
dos metandgenos aislados con mayor frecuencia en cavidad oral y tracto gastrointestinal son
Methanobrevibacter oralis y Methanobrevibacter smithii respectivamente(7-14) En cuanto
a los virus; estos aunque en su estructura son aparentemente simples la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC), cataloga a siete de ellos como “
carcinogénicos para los humanos” (grupo 1). Por ejemplo, el virus de Epstein-Barr
(VEB), El Virus de la hepatitis B (VHB), Virus de la hepatitis C (VHC), el Virus del herpes
del sarcoma de Kaposi (KSHV), Virus de la inmunodeficiencia humana, tipo 1 (VIH-1),
Virus linfotréfico de células T humanas, tipo 1 (HTLV-1) y por ultimo el Virus del
Papiloma Humano tipo 16 (VPH-16), debido a que son capaces de alterar mecanismos
de inmortalizacidn, inestabilidad gendmica, inhibicidn de la respuesta al dafio del ADN,
actividad anti-apoptotica entre otros (15, 16).

Poco se han estudiado los virus de la cavidad oral, pero, si se conoce de la relacion que
guardan algunos de ellos con el carcinoma escamocelular oral (17) principalmente el virus
del papiloma humano, en pacientes jovenes que no tienen otros factores de riesgo como el
habito de fumar o el consumo de alcohol. Otro virus que se ha mencionado en relacion con
el cancer oral es el virus del herpes simple (HSV), ya que se ha evidenciado mayores niveles
de anticuerpos contra HSV-1 en pacientes con cancer oral comparado con pacientes
sanos(17-20).

En un estudio reciente, realizado por nuestro grupo se seleccionaron pacientes con cancer
oral y sus respectivos controles para describir la microbiota bacteriana oral diferencialmente
encontrada en los dos grupos de anélisis, lo cual conllevo a la caracterizacion de posibles
candidatos asociados a salud y enfermedad (cancer oral). Sin embargo, en este mismo estudio
se permitio la identificacion de virus y arqueas, resultados que fueron base del presente



estudio para proponer y corroborar posibles candidatos de arqueas y virus asociados al cancer
oral.

Como se puede observar, la mayoria de las investigaciones desarrolladas hasta ahora han
mostrado cambios en la microbiota bacteriana. Sin embargo, las bacterias pueden interactuar
con otros microorganismos tales como arqueas y virus que influencian principalmente el
metabolismo bacteriano y esto conlleva al desarrollo o no de una enfermedad, como el cancer
oral, pero hasta la fecha no existe la descripcion de arqueas y virus en este tipo de cancer, por
lo cual el objetivo de este estudio fue identificar la presencia de virus y arqueas presentes en
muestras de pacientes con carcinoma escamocelular oral.

MATERIALES Y METODOS

Estudio observacional descriptivo, realizado con previa aprobacion del Comité de
Investigacion y Etica de la Facultad de Odontologia PUJ; de riesgo medio, sin generacion de
impactos en el medioambiente. Este proyecto se realizd a partir de resultados previos
realizados en el Centro de Investigacion Odontoldgica (ClO) de la Pontificia Universidad
Javeriana, donde los investigadores seleccionaron 10 pacientes con diagndstico de carcinoma
escamocelular oral, que asistieron al departamento de cirugia de cabeza y cuello en el
Hospital Universitario San Ignacio (HUSI) o en el Hospital de Caldas. Los pacientes fueron
base para seleccionar a 10 controles, que fueron personas de edad y genero similar y que
ademas no presentaran lesiones en cavidad oral al examen clinico. Se tomaron muestras de
placa supragingival y saliva, adicionalmente de tejido tumoral en pacientes (casos). Todas
las muestras incluidas en el estudio contaron con firma del consentimiento informado.

A todas las muestras incluidas en el estudio previo, se realizo evaluacion de calidad mediante
geles de agarosa y cuantificacion de ADN, mediante fluorometria y aquellas que cumplieron
las condiciones de cantidad (>1ug/ul) y calidad (no se observé degradacion) fueron enviadas
a la universidad de Wisconsin para realizar las librerias y marcajes de los tags para
posteriormente hacer la secuenciacion de ultima generacion con Solexa, HiSeq paired-end.
Cuando los resultados de todas las muestras se obtuvieron en el formato FASTQc, fueron
analizadas. Para ello el primer paso fue ensamblar todas las secuencias por cada muestra,
posteriormente todas las secuencias las analizaron en MegaBlast con el fin de identificar
secuencias humanas, y removerlas para el analisis final. Luego de que se filtraron los
resultados, realizaron alineamientos multiples utilizando Nucmer y Promer v3.06 y Bowtie
entre las tres muestras de cada paciente incluido y entre los distintos individuos utilizando
FastUnifrac, finalmente realizaron las anotaciones y asignaciones taxonémicas utilizando
Human Oral Microbiome Database (HOMD).

En el presente estudio, a partir de la base de datos generada y una revisién de la literatura, se
eligieron dos virus y dos arqueas para ser detectados y cuantificados en muestras de cavidad
oral en pacientes con cancer oral.



La seleccion microorganismos, se realiz6 mediante tablas dindmicas y diagramas de Venn,
comparando los virus y arqueas en los diferentes microambientes orales de los pacientes con
carcinoma escamocelular oral. Se seleccionaron cuatro microorganismos de interés (2
asociados a carcinoma oral y 2 asociados a salud). Para los microorganismos asociados a
cancer a oral se realizaron comparaciones de virus y arqueas que se encuentran de manera
simultanea en al menos dos microambientes orales que incluya tejido tumoral, es decir,
(tejido tumoral vs saliva, tejido tumoral vs placa dental, o tejido tumoral vs saliva y vs placa
dental).

Posteriormente del listado de microorganismo obtenidos se realizaron comparaciones con
aquellos encontrados en placa dental y saliva de controles. Asi, todo microorganismo (virus
y arqueas) hallado simultaneamente en casos y controles se eliminaron de los candidatos y
Unicamente los microorganismos que sélo estaban presentes en cancer oral fueron
considerados como candidatos a enfermedad y esta relacidn se corroboré mediante bdsqueda
exhaustiva de literatura que soportara su posible relacion con cancer.

Para el caso de los microorganismos candidatos, a procesos saludables, a partir de las
comparaciones realizadas, se tuvo en cuenta aquellos que estuviesen presente Unicamente en
el grupo de controles, El analisis se realizd tanto de forma cualitativa, es decir que se
encuentre o no el microorganismo; y de forma cuantitativa, es decir, diferencias numéricas
(cantidad de reads) entre las diferentes muestras y grupos de analisis (tablas 1-4).

Una vez escogidos los 4 microorganismos candidatos, (Methanobrevibacter sp AbM4-
arquea y Lactobacillus phague KCb5a-virus asociados a enfermedad y Candidatus
Methanomethylophilus alvus-arquea, Campylobacter virus CP220-virus asociados a salud)
se procedidé a realizar el disefio de los Primers basados en la literatura y corroborados
mediante Primerdesign (tabla 6).

Posteriormente, se realizé estandarizacion de cada PCR convencional para identificar los
microorganismos seleccionados en nuevas muestras de tejido tumoral de 36 pacientes con
diagnostico de carcinoma escamocelular oral, las cuales fueron tomadas y almacenadas
previamente durante la toma de muestras de la primera fase de la investigacion. Ademas, se
disefié un control positivo o constructo, que consistia en un plasmido que contenia los genes
blanco de los cuatro microorganismos candidatos. (primer forward y reverse) para realizar
una curva con concentraciones desde 1, 10, 100, 1.000, 10.000, 100.000 y 1.000.000 copias.

Las PCR se llevaron a cabo con un volumen final de 25 uLy contenian
Master mix (Buffer: 3.25 uL, MgCI2: 4.5 uL, DNTPs: 1.5 uL, Primer F: 1 uL , Primer R: 1
uL , DNA Taqg: 1 uL, DNA: 3 uL, H20: 9.75 uL)

El protocolo de PCR consistié un ciclo de 95°C durante 2 minutos, seguido por 35 ciclos de
95°C durante 45 segundos, seguido por 58°C para Mbb, Kc5a, y actina y de 61°C para cp220
y Ca alvus durante 45 segundos, y a 72°C durante 45 segundos y un ciclo final de 72°C
durante 2 minutos.


http://www.primerdesign.co.uk/home
http://www.primerdesign.co.uk/home

Para 16S rRNA se utilizd el protocolo descrito por Skillman (21) que consistio en
desnaturalizacion a 95° por 3 minutos, posteriormente 6 ciclos de desnaturalizacion a 95°
durante 30 segundos, anillamiento 61° 15s, extension 72° 30s, 25 ciclos de desnaturalizacién
95° 15s, anillamiento 61° 5s, extension final de 72° durante 3 minutos?.

Los productos de PCR se evidenciaron a traves de gel de agarosa 1.5% y SYBRsafe.
Finalmente, la electroforesis se realiz6 a 100v durante 30 minutos. y los resultados fueron
visualizados a través del transiluminador de BioRad.

Para el andlisis de las imagenes, se utilizd el programa imageJ, en el cual se obtuvo la
densidad correspondiente de cada muestra a través de la cuantificacion de pixeles en cada
banda por pulgada cuadrada. Posteriormente los datos obtenidos en imageJ fueron analizados
en Excel a través de andlisis cualitativos y cuantitativos, Para el analisis cualitativo se tuvo
como referencia la presencia de una banda del peso molecular esperado y para el analisis
cuantitativo, se realizaron curvas de calibracion para cada microorganismo analizado, los R?
obtenidos fueron de Mbb=0.95, Ca alvus=0.85, Cp220=0.95, Kc5a=0.97. A partir de la
férmula de cada curva se calculd la concentracion (nimero de copias) para todas las bandas
observadas por microorganismo equivalentes en las muestras sometidas a PCR.

Finalmente realiz6 analisis estadistico a través de la prueba X? para determinar diferencias
estadisticamente significativas entre la presencia de microorganismos candidatos y
caracteristicas sociodemograficas de las muestras casos.

RESULTADOS

La poblacién de la fase inicial consistio en 10 pacientes con diagnéstico de carcinoma
escamoceluar, y 10 controles con caracteristicas sociodemogréaficas similares. A partir de
analisis metagenomicos, se realizaron comparaciones mediante tablas dindmicas. Cada
comparacion se hizo por orden/phylum, género y especie de virus y arqueas respectivamente.

Los candidatos (salud y enfermedad) fueron seleccionados después de realizar una lista de
microorganismos compartidos entre el tejido tumoral con la placa dental y/o saliva de
pacientes con cancer, posteriormente ésta lista fue comparada con los microorganismos
presentes en placa dental y saliva del grupo control. Todos los microorganismos que fueron
compartidos entre los pacientes con cancer y el grupo control fueron eliminados. Y aquellos
que fueron exclusivos de pacientes eran los candidatos de enfermedad y los exclusivos del
grupo control los candidatos de salud.

Finalmente, con el fin de reducir el nimero de candidatos, se calculo la frecuencia de cada
uno de éstos en las muestras correspondientes, eligiendo aquellos microorganismos que
tuvieran una frecuencia superior al 80%.



Para arqueas se obtuvieron 14 candidatos para salud y 25 candidatos para enfermedad y para
virus 13 candidatos para enfermedad y 43 candidatos de salud (Tablas 1-4).

Tabla 1. Media y frecuencia para candidatos de salud para arqueas.
Placa Dental (PD), Saliva (S).

SALUD
PD| S |PD | S
Arquea Candidato X [ X | % | %
Candidatus Methanomethylophilus
alvus 03]01| 30 | 10
Thermococcus cleftensis 021020 ] 0
Natronomonas pharaonis 02| 01|20 ] O
Methanosaeta harundinacea 021020 ] 0
Acidilobus saccharovorans 02/ 0]10] 0
Thermoplasma acidophilum 0] 0] 10 ] 0
Thermogladius cellulolyticus 01/ 0] 10| O
Picrophilus torridus 0,1/04| 10 | 40
Candidatus Nitrosopumilus sediminis 0,1 0| 10
Methanobacterium paludis 011 0 | 10
Aciduliprofundum sp MAR08-339 0 |02] 0 |20
Sulfolobus tokodaii 0 [02] 0 | 20
Methanotorris igneus 0 |01] 0 |10
Methanohalobium evestigatum 0 |02] 0 |20




Tabla 2. Media y frecuencia para candidatos de enfermedad para arqueas
Placa Dental (PD), saliva (S), tumor (T).

ENFERMEDAD

PD S T | PD S T
Arquea Candidato X | X | X | % % | %
Methanococcus vannielii 27,3 | 36,5 | 13 | 100 | 100 | 50
Methanococcus voltae 23,8 | 30,6 | 10,5 | 100 | 100 | 50
Methanosarcina mazei 13,8 | 22,6 | 7,3 | 100 | 100 | 50
Methanosarcina barkeri 94 | 138 | 11,6 | 100 | 100 | 70

Methanomethylovorans
hollandica 74 | 9.2 3 | 100 | 100 | 60
Methanobrevibacter sp AbM4 58 | 87 | 29 | 90 | 100 | 50
Methanosalsum zhilinae 39 | 48 | 3,7 | 100 | 90 | 50
Haloguadratum walsbyi 25 1 28 | 11| 60 | 90 | 40
Methanococcus maripaludis 09 | 16 | 02| 50 | 90 | 20
Natronococcus occultus 53 53 | 231|100 | 80 | 50
Methanosarcina acetivorans 2 21 | 04 | 80 80 | 20
Methanococcoides burtonii 1,2 17 | 09 | 80 80 | 40

Methanothermococcus
okinawensis 1,1 15 | 06 | 40 80 | 30
Methanobrevibacter ruminantium | 06 | 1,3 | 0,2 | 40 80 | 20
Methanococcus aeolicus 23 | 2,7 | 1,2 | 80 70 | 40
Pyrolobus fumarii 02 | 05 03| 20 | 50 | 20
Natrialba magadii 06 | 05 | 0,7 | 40 | 40 | 30
Methanocella conradii 03] 04 |04 ] 20 40 | 40
Salinarchaeum sp Harcht-Bsk1 02 | 04 | 04| 20 | 30 | 20
Haloferax volcanii 08 | 0,2 | 0,1 | 50 20 | 10
Methanolobus psychrophilus 0,7 1 02 |01 )50 | 20 | 10
Haloferax mediterranei 05 | 02 | 02 | 40 20 | 20
Halogeometricum borinquense 01 1]01 |01 10| 10 | 10
Methanospirillum hungatei 0 01 102 ] 0 10 | 20
Haloarcula marismortui 0,3 0 0,1 | 20 0 10




Tabla 3. Media y frecuencia para candidatos de enfermedad -virus

Placa Dental (PD), saliva (S), tumor (T).

ENFERMEDAD
PD|S |T |PD|S |T
Virus Candidato ~ ~ 9% 9% %
Rhadinovirus Saimiriine gammaherpesvirus 2 0,1/01/01| 10 | 10 | 10
Rhadinovirus Ateline gammaherpesvirus 3 01/ 0 |01]10| O |10
Potyvirus Bidens mottle virus 0101|0110 | 10 | 10
Enterobacteria phage phiX174 sensu lato 01,0 0110 0 |10
Mamastrovirus Porcine astrovirus 3 0,/01]01]10 10 | 10
Cytomegalovirus Saimiriine betaherpesvirus 4 0,1/02|0,2] 10| 20 | 20
Alphapapillomavirus 9 0,1/01/01] 10| 10 | 10
Polyomaviridae Adelie penguin polyomavirus 0 /02|01 0 |20 | 10
Pestivirus Giraffe-1 0 [01]01] 0 |10 10
Choristoneura rosaceana alphabaculovirus 0 |01|01] 0 |10 ] 10
Mardivirus Gallid alphaherpesvirus 2 0 |01/01] 0 |10 ] 10
Betabaculovirus Spodoptera litura granulovirus 0 /02|02 0 |20 | 20
Arterivirus DeBrazzas monkey arterivirus 0 |01/01] 0 |10 ] 10
Tabla 4. Media y frecuencia para candidatos de salud -virus
Placa Dental (PD), saliva (S).
SALUD
PD| S |PD |S
Virus Candidato ~ X 9% 1%
Nyavirus Nyamanini nyavirus 0,302 30| 10
Campylobacter virus CP220 0,203 20 | 30
T5virus Vibrio phage pVp-1 011 0 |10 | O
T4virus Aeromonas phage phiAS5 02| 0 |10] O
Siphoviridae Rhodococcus phage ReqiPoco6 02| 0 |10 | O
Streptococcus phage Sfil9 0,101] 10 | 10
Streptococcus phage DT1 01/ 0 |10] O
Streptococcus phage 7201 0,101 10| 10
Sfillvirus Streptococcus phage Alq132 011 0 |10 | O
Rhadinovirus Bovine gammaherpesvirus 4 01/ 0 10| O
Potexvirus Pepino mosaic virus 01/ 0 |10] O




N4virus Erwinia phage Ea9-2 02/ 0 ]10] O
Thysanoplusia orichalcea 010 10| O
nucleopolyhedrovirus

Iflaviridae Laodelphax striatella honeydew | 0,1 | O | 10 | O
virus 1

Hplvirus Pasteurella phage F108 04/ 0 |10] O
Betaflexiviridae Banana mild mosaic virus 0] 0 |10] O
Ascovirus Heliothis virescens ascovirus 3a 01| 0 |10] O
Varicellovirus Equid alphaherpesvirus 3 0 [01] 0 | 10
Adoxophyes honmai nucleopolyhedrovirus 0 |01) 0 |10
Twortvirus Staphylococcus phage Twort 0 (01]| 0 |10
Tospovirus Capsicum chlorosis virus 0 |01] 0 |10
Spolvirus Listeria phage vB LmoM AG20 0 |01] 0 |10
Streptococcus phage M102 0 |01] 0 | 10
Propionibacterium phage PHLO71N05 0 |02] 0 |20
Roseolovirus Human betaherpesvirus 7 0 |02] 0 |10
Potyvirus Zucchini tigre mosaic virus 0 |01] 0 |10
Potyvirus Wild potato mosaic virus 0 (01]| 0 | 10
Podoviridae Enterococcus phage vB Efae230P- | 0 [ 1,1 | 0 | 10
4

Phytophthora infestans RNA virus 1 0 (02| 0 |20
Pestivirus Aydin virus 0 |01] 0 |10
Myoviridae Pseudomonas phage PPpW-3 0 [01] 0 | 10
Macavirus Bovine gammaherpesvirus 6 0 |03 0 |30
Iridovirus Invertebrate iridescent virus 6 0 |01) 0 |10
Gemycircularvirus Gemycircularvirus SL1 0 |01] 0 |10
Cucumovirus Gayfeather mild mottle virus 0 |01] 0 |10
Crinivirus Potato yellow vein virus 0 (01]| 0 | 10
Alpharetrovirus Fujinami sarcoma virus 0 (02| 0 | 20
Carlavirus Garlic common latent virus 0 |01 0 |10
Bymovirus Barley yellow mosaic virus 0 |01] 0 |10
Betapapillomavirus Colobus monkey | O [ 02| 0 | 20
papillomavirus

Betaentomopoxvirus Choristoneura rosaceana| 0 | 0,1 | 0 | 10
entomopoxvirus ‘L'

Batrachovirus Ranid herpesvirus 2 0 |[04] 0 | 40
Aviadenovirus Fowl aviadenovirus D 0 |02] 0 | 20

Posteriormente, se realizé una busqueda de literatura de los candidatos a salud y enfermedad
para arqueas Yy virus. Se realiz6 una basqueda bibliogréfica asistida por computadora de las
bases de datos electronicas MEDLINE (a través de PUBMED), web of science, Clinical key,
SCOPUS (ultimo acceso 15 de junio de 2019) para identificar articulos relacionados con los
candidatos, sus huéspedes naturales, su relacion con el ser humano, su relacion con la salud



y la enfermedad. Se utilizd una combinacion de las siguientes palabras de texto para
maximizar la especificidad y sensibilidad de busqueda: Arqueas (“Methanococcus
vannielii”, “Methanosarcina  barkeri”, “Methanomethylovorans  hollandica”,
“Methanobrevibacter sp AbM4”, “Candidatus Methanomethylophilus alvus”, “Picrophilus
torridus”’, “Methanococcus voltae”, “Methanosarcina mazei”, “Methanosalsum zhilinae”).
Virus (“Nyavirus Nyamanini nyavirus”, “Campylobacter virus Cp220”, “Rhadinovirus
Saimiriine gammaherpesvirus 2", “Potyvirus Bidens mottle virus”, “Mamastrovirus
Porcine astrovirus 37, “Alphapapillomavirus 97). “infection”, “human”, “oral cancer”,
“Mouth Neoplasms”, “Tumors”, “cancer of the mouth”, “Oral disease”, “periodontitis”,
“pulpitis”, “endodontics”, “periodontics”, “Squamous cell carcinoma”, “Cancer”, “Disease”,
"human infection™ relacionandolo con la palabra and.

Posteriormente, se eliminaron todos los articulos que involucraran a microorganismos no que
fueran parte de nuestra lista de candidatos, pero de los cuales no se conociera relacion directa
con seres humanos. Finalmente, se eligieron aquellos microorganismos que han sido
detectados en muestras de cavidad oral o tracto gastrointestinal a través de técnicas
moleculares como secuenciacion o PCR.

. Arquea candidata a enfermedad: De acuerdo al analisis y bibliografia se seleccion6
Methanobrevibacter. Sin embargo, la especie en la secuenciacion fue asignada
taxondmicamente como abm4. Respecto a Methanobrevibacter, este género de arqueas es
considerado como uno de los componentes de la flora bacteriana madura del tracto
gastrointenal (22, 23). Las muestras utilizadas en los diferentes estudios se caracterizan por
la presencia diferencial de microorganismos respecto a la especie, siendo M. oralis el
metandgeno mas comun en cavidad oral y M smithii, el metanégeno frecuente en tracto
gastrointestinal. M. oralis ha sido asociada a procesos inflamatorios en cavidad oral como
periodontitis, periimplantitis y pulpitis(13). Teniendo en cuenta lo anterior, se han realizado
estudios con el fin de evaluar la actividad de metandgenos en cavidad oral, obteniendo una
relacién entre la proporcidn de estos microorganismos, la presencia de bacterias reductoras
de sulfato, profundidad de bolsa y severidad de la enfermedad periodontal(24). Teniendo
como soporte la capacidad que tienen las arqueas de establecer colonias en ambientes
anoxicos. Por lo tanto, se considera que M oralis puede influir indirectamente en patologias
en cavidad oral a través de relaciones sinérgicas establecidas con microorganismos conocidos
por su patogenicidad, como las bacterias reductoras de sulfato(25).

Por otro lado, segln algunos autores, Methanobrevibacter es un género de arqueas parte de
la flora madura en tracto gastrointestinal y en algunos casos, se ha encontrado cambios en su
presencia de acuerdo a algunas patologias que impliquen un aumento en la motilidad
intestinal, sin embargo, esta posible relacion se debe al desplazamiento usual de la flora
cuando aumentan los movimientos peristalticos. De acuerdo con esto, en una investigacion
realizada por Ghavami, se determind que es posible utilizar la alteracion de
Methanobrevibacter smithii en colon como un biomarcador para estratificar a los pacientes
que tienen enfermedad inflamatoria de colon, pues segun ellos, en los pacientes con
enfermedad inflamatoria la cantidad de metandgenos se reduce considerablemente en
comparacion con los pacientes sanos, lo cual podria generar una relacion con procesos
saludables, pues son microorganismos, que segun ésta afirmacion, podrian verse alterados en
cuanto a cantidad frente a alteraciones en la homeostasis de este sistema(26). Sin embargo,
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es necesario tener presente también, que hay estudios que asocian la presencia de arqueas
productoras de metano con diferentes procesos patologicos como enfermedad inflamatoria
de colon y carcinoma colorectal, sin embargo, ain no hay informacion concluyente.

. Arquea candidata a salud: En las muestras de salud, la arquea mas frecuente fue Candidatus
Methanomethylophilus alvus, pertenece al grupo de metandgenos, pero su asignacion
taxondmica y filogenética asignada recientemente la ubica en el séptimo orden de arqueas,
conocido como Methanomassiliicoccales. Este orden esta dividido en tres grados evolutivos
de acuerdo a la ubicacion mas frecuente de los microorganismos que los componen. Ca.
Methanomethylophilus, pertenece al segundo grado, en el cual se encuentran los
microorganismos presentes en tracto gastrointestinal o cavidad oral(27). Sin embargo, hasta
ahora, no se conoce su frecuencia en la poblacion en general, debido a que la mayoria de los
estudios incluyen otros géneros de arqueas.

Virus candidato a salud: Inicialmente, el candidato fue Nyavirus Nyamanini nyavirus, este es
un virus de la familia Nyamiviridae, género Nyavirus. El cual su huésped natural son las aves
terrestres en regiones como Egipto, Tailandia, Nigeria, Sri Lanka. Su vector de transmision
son artropodos, especificamente garrapatas infectadas con el virus(28).

En cuanto a su relacion con el ser humano, no se reportan 0 aun no es claro si este virus es
capaz de producir infecciones en humanos u otros mamiferos que estén en contacto cercano
con las aves infectadas. En un estudio de 120 sueros de nifios egipcios con fiebre aguda y 48
convalecientes no se detectaron anticuerpos frente al virus. Y reporta que, en otras
poblaciones (bovina, conejos, cabras, burros, camellos, perros callejeros) propios de la region
donde se hallaba Nyamanini nyavirus, no se encontraron anticuerpos contra este, y en los
casos en los que se lograba encontrar anticuerpos, eran valores muy bajos. (29)

Por otro lado, en ratones lactantes o recién nacidos infectados directamente en cerebro con
el virus en el laboratorio, se report6 la muerte a los 8 dias, mientras que en los conejillos de
india adultos 8 dias después de la inoculacion intracraneal solo se reportaban anticuerpos mas
no de enfermedad.(29) por tal razén este virus no se consideré como primera opcion para ser
el candidato de salud en nuestro estudio.

Siguiendo con Campylobacter phago virus Cp220 el cual como su nombre lo especifica, es
un virus fago de Campylobacter. Una bacteria responsable de enfermedades entéricas, que
logra causar alteraciones neuronales e incluso la muerte. La cual se encuentra en el tracto
gastrointestinal de aves de consumo humano, la cual logra producir enfermedad en el hombre
si este se alimenta de pollos infectados. EI virus Cp220 se ha propuesto con buenos
resultados como un elemento de control frente a la proliferacion de Campylobacter, ya que
logra cumplir un rol litico ante la Proteobacteria y de esta manera disminuir su abundancia
en aves de engorde(30).

En cuanto a su relacion con enfermedad oral Campylobacter se ha encontrado en muestras
tumorales de pacientes con diagnostico de carcinoma escamocelular oral y en muestras de
saliva de pacientes con lesiones potencialmente malignas con displasia grave(31, 32).
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Por ende, si este virus se ha utilizado para controlar la presencia de Campylobacter en aves
de consumo, se supone que si esta en cavidad oral de pacientes sanos puede actuar como un
ente regulador de la presencia de una bacteria relacionada con enfermedad tumoral oral.

. Virus candidato a enfermedad: El virus Alphapapillomavirus 9 fue el primer candidato, sin
embargo, no se encontraron articulos que describieran este tipo viral relacionado con
enfermedad tumoral ni oral.

De acuerdo a un andlisis adicional, comparamos la cantidad de virus entre el grupo control y
grupo de pacientes con cancer, y aquellos virus que superaran 1 desviaciéon estandar
(aumentados en pacientes con cancer oral) fueron nuestros candidatos (Tabla 5). Donde el
virus Lactobacillus phage KC5a presento una desviacion estandar en pacientes de 20,23,
desviacion estandar en controles de 3,4.

Este virus es un fago de Lactobacillus, bacterias que hacen parte de la microbiota normal
vaginal, por lo que se han utilizado a lo largo de la historia como probi6ticos, para controlar
las enfermedades bacterianas causadas por disbiosis en el microbiota vaginal(33).

Incluso se han reportado en muestras de placa bacteriana y en muestras de materia fecal de
personas sanas, dichas cepas de Lactobacillus tenian poco o casi nulo potencial patdégeno, es
mas, por su produccion de acido lactico y bacteriocina demostraron potencial probiotico en
el equilibrio del microbiota oral de pacientes sanos, ya que evitan colonizacion de bacterias
patdgenas sobre el epitelio oral(34) por esta razon se contempl6 que Kc5a es un virus que en
alta actividad bacteriéfaga sobre su bacteria huésped, disminuiria la concentracién de
bacterias protectoras.

Ademas reforzamos nuestra hipotesis basandonos en el estudio de Asoudeh-Fard A. 2017,
donde demostré el potencial anticancerigeno que tiene Lactobacillus plantarum sobre las
células KB de cancer oral, a través de la eficaz regulacién positiva de la via PTEN (Homélogo
de Fosfatasa y Tensina) involucrada en la inhibicion del cancer. Y la regulacion negativa
sobre la via MAPK (Proteinas Quinasas Activadas por Mitdgeno) la cual es participe en el
inicio del cancer(35).

Tabla 5. Desviacidn estandar entre virus de grupo control y virus grupo de
pacientes con cancer.
Desviacion estandar (D.E.)

D.E. Promedio D.E. Promedio
Virus Pacientes Pacientes (%) Controles Controles (%)
Streptococcus phage PH10 21,64 9,7 2,71 2,5
Lactobacillus phage KC5a 20,23 6,4 3,4 1,1
Lactobacillus phage phi jlbl 7,90 2,5 0,31 0,1
Lactobacillus prophage Lj771 6,00 1,9 1,26 0,5
Haemophilus phage Aaphi23 4,42 14 0,96 0,4
Streptococcus phage phiBHN167 4,42 14 0,31 0,1
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Una vez seleccionados los virus y arqueas candidatas a procesos saludables y a enfermedad
(cancer oral), se dispuso al disefio de los primers, mediante la utilizacion de la herramienta
primerdesign ® y estandarizacion de las PCRs. En la tabla 6 se muestran las secuencias de
cada uno de los primers.

Tabla 6. Primers de candidatos salud y enfermedad

MICROORGANISMO | TAMANO SECUENCIA PRIMERS ) PROTEINA
PRODUCTO FORWARD REVERSE UBICACION

Campylobacter 216 TCAGGAGCTCAATGTTCTGGT CCTATCGTGTACAGTAGGTATGCT | 5407-5940 Hypothetical

phague Cp220 phage protein

Lactobacillus phague 134 CGGCACTATATAACTCGGCGT CAATCGTCGTAGTAGTCCGCA 121-1242 Integrase

KC5a

Candidatus 205 )

Methanomethylophilus 2261-2466 Glutation

alvus TTCACACCCCAGTACGAAGG AAGGCGATTCGTTATCCCCG Peroxidasa

Ca. alvus

Methanobrevibacter 259 1864538- Molecular

Mbb CTAGCCCAGAAACCTGTCCG CCAGGCTCTCCAGCATTACC 1864777 chaperone

Dnal

Luego de seleccionar una muestra de 36 tejidos tumorales de pacientes con cancer oral, se
realizd deteccion y cuantificacion de cada microorganismo en las muestras seleccionadas.

Dicha muestra consistia en 36 pacientes con diagndstico de carcinoma escamocelular oral de
los cuales 21 eran hombres y 15 mujeres. 12 pacientes en el rango de edad entre 35-55. 13
pacientes entre 56-70 afios y 11 en el rango de edad entre 71- 90 afios. 5 pacientes de estrato
socioecondémico alto, 16 medio, 11 de estrato socioecondmico bajo y 4 pacientes no lo
reportaron.

15 pacientes manifestaron haber tenido de 1 a 2 parejas sexuales, 10 reportaron de 3 a 6
parejas sexuales, 8 pacientes manifestaron 7 0 mas parejas sexuales. Mientras que 3 pacientes
no reportaron esta informacién. 17 pacientes negaron précticas de sexo oral, 9 lo afirmaron.
5 eran fumadores activos. 4 pacientes fueron fumadores pasivos, 10 pacientes consumian
alcohol, 9 padecian de reflujo gastroesofagico y 13 recibieron algun tipo de medicacion los
ultimos 15 dias antes de la toma de la muestra.

En el analisis cualitativo y cuantitativo los geles de agarosa se observaron que el 8 % de las
muestras fueron positivos para Mbb con un nimero de copias de 34182 a 54594 y una media
de 43735. 25 % fueron positivos para Ca alvus con un nimero de copias de 75 a 520 y una
media de 324,9. 36 % fueron positivos para Kc5a con un nimero de copias de 7 a 209, Media
de 33,68. Y por ultimo 42 % fueron positivos para Cp220 con un namero de copias de 23 a
99 con una media de 44,03




Tabla 7. Combinacién de caracteristicas sociodemograficas con presencia y

ausencia de arqueas.
Methanobrevibacter (Mbb) , Candidatus Methanomethylophilus alvus (Ca. Alvus)

CARACTERISTIC
AS
DEMOGRAFICAS  Mbb Mbb P

*) ¢ *) 0

n % n % P n % n % P
CASOS 3 8 83 91 0.05%9 9 25 21 |75 0.5117
SEXO
Femenino 2 66 13 39 03590 3 33 12 44 05582
Masculino 1 33 20 60 0.3590 6 66 1588 55 0.5582
RANGO DE EDAD
35-55 0 0 12 36 02873 1 11 11 40 0.2160
56 - 70 1 33 12 36 02873 5 55 8 29 0.2160
71-90 2 66 9 27 02873 3 33 8 29 0.2160
ESTRATO
Alto 1 33 4 12 03704 - - 5 18 0.2414
Medio 2 66 14 42 03704 3 33 13 48 0.2414
Bajo 0 0 11 33 03704 4 4, 7 25 0.2414
PAREJAS
SEXUALES
1A2 2 66 13 39 02788 3 33 12 44  0.8479
3A6 0 0 10 30 02788 3 33 7 25 0.8479
7 0 MAS - - 8 24 02788 2 22 6 22 0.8479
SEXO ORAL
NO - - 17 51 0.0431 4 44 13 48 0.9400
Sl 2 66 7 21 0.0431 2 22 7 25 0.9400
FUMADOR
NO B 100 25 75 03336 5 55 23 85 0.0641
Sl 0 0 8 24 03336 4 44 4 14  0.0641
FUMADOR
PASIVO
NO 3 100 24 72 03241 9 100 18 66 0.0581
Sl 0 8 24 03241 0 0 8 29 0.0581
CONSUMO DE
ALCOHOL
NO 3 100 17 51 0.1056 4 44 16 59 0.4386
Sl 0 0 16 48 0.1056 5 55 11 40 0.4386
REFLUJO
GASTROESOFAGI
CcOo
NO 1 33 17 51 0.6033 6 66 12 44  0.04965
Sl 1 33 8 24 0.6033 - - 9 33 0.04965
MEDICACION
NO 2 66 21 63, 09167 6 66 17 62 0.8412

Sl 1 33 12 36 09167 3 33 10 37 0.8412



Tabla 8. Combinacidn de caracteristicas sociodemograficas con presencia y

ausencia de virus.
Lactobacillus phague KC5a (KC5a), Campylobacter phague Cp220 (Cp220).

CARACTER ISTICAS
DEMOGRAFICAS KC5a KC5A B

(+) Q) (+) ©)

n % n % P N % n % P
CASOS 13 36 23 63 0.6339 15 41 21 58 0.1266
SEXO
Femenino 5 38 10 43 0.7693 5 33 10 47 0.3914
Masculino 8 61 13 56 0.7693 10 66 11 52 0.3914
RANGO DE EDAD
35-55 4 30 8 34 0.1878 5 33 7 33 0.9418
56 - 70 7 53 6 26 0.1878 5 33 8 38 0.9418
71-90 2 15 9 39 0.1878 5 33 6 28 0.9418
ESTRATO
Alto 1 7 4 17 0.8072 2 13 3 14 0.9285
Medio 5 38 11 47 0.8072 7 46 9 42 0.9285
Bajo 4 30 7 30 0.8072 4 26 7 33 0.9285
PAREJAS SEXUALES
1A2 4 30 11 47 0.0796 5 33 10 47 0.7374
3A6 6 46 4 17 0.0796 4 26 6 28 0.7374
7 0 MAS 1 7 7 30 0.079% 4 26 4 19 0.7374
SEXO ORAL
NO 5 3 12 52 0.4434 8 53 9 42 0.5004
Sl 4 30 5 21 0.4434 3 20 6 28 0.5004
FUMADOR
NO 8 61 20 86 0.0781 12 80 16 76 0.7864
Sl 5 38 3 13 0.0781 3 20 5 23 0.7864
FUMADOR PASIVO
NO 11 84 16 69 0.1394 12 80 15 71 0.7274
Sl 7 53 7 30 0.1394 3 20 5 23 0.7274
CONSUMO DE
ALCOHOL
NO 6 46 14 60 0.3934 9 60 11 52 0.6501
Sl 7 53 9 39 0.3934 6 40 10 47 0.6501
REFLUJO
GASTROESOFAGICO
NO 7 53 11 47 0.7781 7 46 11 52 0.7818
Sl 3 23 6 26 07781 4 26 5 23 0.7818
MEDICACION
NO 7 53 16 69 0.3456 10 66 13 61 0.7693

Sl 6 46 7 30 0.3456 5 33 8 8 0.7693



Grafica 1. Relacién concentracidon de candidatos de salud y enfermedad para

arqueas.
Media de Ca alvus 324,9 N°de copias. Media de Mbb de 43736 No de copias. Valor de p: <
0.0001.
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Grafica 2. Relacion concentracion de candidatos de salud y enfermedad para virus.
Media de Cp220 de 47 N°de copias. Media de Kc5a de 51,31. N° de copias. Valor de p:
0,7713
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Grafica 3. Relacidon concentracién de candidatos de salud y enfermedad para

arqueasy virus.

Media de Cp220 vs Kcba, Ca alvus y Mbb de 44 N°de copias. Media de Kc5a vs Ca alvus y
Mbb de 51,31. Media entre Ca alvus y Mbb de 324,9 N° de copias. Valor de p: < 0.0001 para
Mbb vs Ca alvus, Kcba, Cp220. Valor de p: >0.9999 para Cp220 vs kcba. valor de p: 0,9928
para Cp220 vs. Ca alvus, valor de p: 0,9937 para kc5a vs. Ca alvus.
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De las 36 muestras de tumor, Mbb fue positivo en 3 de estas, los tres pacientes
correspondientes fueron asignados a rangos de edad comprendido entre los 70 y 85 afios,
pertenecientes a un nivel socioecondmico medio y alto, no fumadores. Se observé diferencia
estadisticamente significativa en la relacion que existe entre la presencia de éste
microorganismos y préacticas sexuales, con un valor de p de 0.0431.

Respecto Ca. alvus, se observo la presencia de este microorganismo en 9 pacientes, de los
cuales 3 son mujeres. No se observa relacion entre la presencia de este microorganismoy los
habitos o edad de los pacientes. Sin embargo, se observd que existe relacién entre su
presencia y el reflujo gastroesofagico.



En cuanto a virus asociado a enfermedad, de las 36 muestras, solamente en 13 se amplifico
Kcba, de los cuales 8 eran mujeres, 7 se encontraban en el rango de edad de 56 a 70 afios, 6
referian haber tenido de 3 a 6 parejas sexuales, 4 practican sexo oral, 5 son fumadores activos,
7 consumian alcohol. Sin embargo, ninguno de estos resultados mostré diferencias
estadisticamente significativas para nuestro estudio.

En cuanto al virus relacionado con salud, 15 muestras fueron positivas, de los cuales 10 eran
hombres, 5 tenian de 1 a 2 parejas sexuales, 3 practicaban sexo oral, 3 eran fumadores y 6
reportaron consumo de alcohol. Sin representar diferencias estadisticamente significativas en
ninguno de los casos.

Posteriormente se decidié valorar las posibles relaciones que podian encontrarse entre los
cuatro microorganismos en cada una de las muestras. Analisis en el cual se observo que: al
relacionar los virus y arqueas relacionados con enfermedad, ningin paciente tenia en la
muestra a los dos microorganismos. Respecto a los microorganismos de salud cp220 y Ca
alvus se observd su presencia concomitante en 5 pacientes, 2 de estas mujeres. No se
encontraron  diferencias  estadisticamente  significativas en las caracteristicas
sociodemogréficas.

En la comparacién entre mbb y cp220, se observo la presencia de los dos microorganismos
en 1 paciente. Dentro de sus caracteristicas se encuentran: hombre, rango de edad entre 71 a
90 afos, de nivel socioecondémico alto y no indica el nimero de parejas sexuales, no fumador,
consumidor de alcohol. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
estas variables.

En la relacién entre Kcba y Ca. alvus, 6 pacientes presentaron esta combinacion, de estos 4
eran hombres, 2 estaban en el rango de edad de 71 a 90 afios, 3 de 56 a 70 afios y 1 de 35 a
50 afios, 2 eran de nivel socioeconémico medio y dos de nivel socioeconémico bajo En
cuanto al nimero de parejas sexuales, 2 pacientes tenian de 3 a 6 y 1 report6 tener mas de 7,
2 reportaron tener sexo oral, 3 fumadores, 4 eran consumidores de alcohol y tres recibieron
medicacion en los ultimos 15 dias. Sin embargo, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas.

DISCUSION

Las arqueas son parte del microbioma oral y su importancia radica en que han sido asociadas
a procesos inflamatorios en cavidad oral y tracto gastrointestinal. En este estudio se valord
como candidato asociado a procesos patoldgicos a Methanobrevibacter abm4 tuvo una
concentracion superior a los otros microorganismos observados en este estudio, pero tuvo
una frecuencia mucho mas baja, tan solo del 8% en tejido tumoral, en comparacion con el
50% obtenido en las muestras de tumor analizadas a través de secuenciacion inicialmente.
Mbb abm4 pertenece al mismo grupo de microorganismos que ha sido mencionado en otros
estudios de cavidad oral y tracto gastrointestinal, en los cuales se han descrito especies como



M smithii y M oralis, como se menciond anteriormente. Sin embargo, al igual que en esas
dos especies, es probable que Mbb abm4 comparta gran similitud genética (23).

Actualmente no hay descripcion de arqueas en lesiones malignas de cavidad oral, sin
embargo, se han realizado estudios en pacientes con patologias premalignas o malignas en
tracto gastrointestinal, en los cuales se ha observado la frecuencia de metanogenos a través
de la excrecion de metano por cromatografia de gases obteniendo como resultado una
frecuencia de 31% en pacientes con colitis ulcerosa (patologia asociada a un aumento en el
riesgo de padecer carcinoma colorectal) en comparacion enfermedad de Chron, en la cual la
frecuencia fue del 10%. (36). En otro estudio en el que se valord la frecuencia a través de
PCR se observo que ésta era de 45-50% en pacientes con carcinoma colorectal. En
comparacion con este estudio, la frecuencia de arqueas en carcinoma colorectal es més alta
respecto a las muestras que fueron sometidas a PCR, sin embargo, el valor si coincide con la
frecuencia en las muestras que fueron secuenciadas en el estudio actual. (9)

Los estudios relacionados con microorganismos metandgenos y patologias en cavidad oral,

estan limitados patologias inflamatorias como periodontitis, lo cual puede tener una estrecha
relacion con la conformacion de un nicho que favorece el crecimiento de éstos
microorganismos a través la generacién de un microambiente anoxico en el cual pueden
cohabitar con otras especies de bacterias que favorecen la transferencia de hidrégeno
interespecies y consecuentemente la produccion de metano por parte de las arqueas,
mecanismo que también se aplica en tracto gastrointestinal. Adicionalmente, segun Baker et
al aunque las arqueas son microorganismos extremofilos las condiciones de temperatura
(37°) y presencia de metabolitos facilitan el proceso de colonizacion por parte de estos
microorganismos.(8)

Contrario a lo anterior, en otros estudios en los que se ha detectado la presencia de éste
microorganismo a través de PCR, se ha sugerido que Methanobrevibacter es parte de la
microbiota madura del tracto gastrointestinal y que puede ser utilizado como biomarcador de
patologias inflamatorias por la disminucion en la concentracion de éstas en pacientes enfermos
en comparacion con tejidos sanos (26).

En los estudios en los que se asocian las arqueas con patologias no se describen los posibles
mecanismos fisiopatoldgicos que tendrian estos microorganismos, sin embargo, en una
investigacion realizada por Bang et al, se observo que las arqueas que pertenecen al género
Methanobrevibacter y Methanosphaera pueden generar una activacion de células
dendriticas y citoquinas en mucosa de tracto gastrointestinal, pero ain no se conocen
patrones moleculares asociados a arqueas y este proceso sigue en estudio. Por lo tanto, como
conclusion de la mencionada investigacion, se sugirié que el rol que puede desempefiar este
género de arqueas en patogenicidad es indirecto, pues su funcion como aceptor terminal de
otras especies, favorece la remocion de metabolitos e intensifica la actividad microbiana de
bacterias que puedan ser patogenas y generar una respuesta inflamatoria de mayor
dimensién(37).



Hasta este momento, se ha observado a través de PCR que la frecuencia de este género en
cavidad oral es de 20 a 40%, con una disminucion de ésta tan pronto se modifican las
condiciones del microambiente patoldgico en el que se encuentren. (38). Por lo tanto, en
relacion con los resultados de éste estudio, se podria considerar que no todas las superficies
tumorales pueden favorecer el crecimiento de éstos microorganismos. Sin embargo, es
posible considerar que en otros casos, aquellos en los cuales la concentracion fue mas alta,
los tejidos tumorales hayan generado un microambiente tan conveniente para los
metandgenos como el que brindan las bolsas periodontales(5) Segln lo anterior, se podria
considerar que las condiciones fisicas de la superficie tumoral pueden desempefiar un rol
importante en la frecuencia y concentracion de arqueas en este estudio (39).

Para la arquea asociada a procesos saludables, fue Candidatus Methanomethylophilus alvus,
(Ca alvus) microorganismo con un aumento en la frecuencia respecto a las primeras
muestras, en las cuales solo tuvo 30% en pacientes sanos y no se encontro en las muestras de
tejido tumoral secuenciadas inicialmente. En las muestras sometidas a PCR se observé una
frecuencia superior, lo cual no coincide con los resultados esperados. Actualmente se tiene
poco conocimeinto acerca de ésta especie, sin embargo, se conoce la asignacion taxonémica
y filogenética es reciente y la ubica en el séptimo orden de arqueas, conocido como
Methanomassiliicoccales. Este orden esta dividido en tres clados evolutivos de acuerdo a la
ubicacion mas frecuente de los microorganismos que los componen. Ca.
Methanomethylophilus, pertenece al segundo clado, en el cual se encuentran los
microorganismos presentes en tracto gastrointestinal o cavidad oral. Pese a que es parte del
microbiota de cavidad oral, hasta ahora no se cuenta con datos que permitan comparar la
frecuencia obtenida en este estudio a través de PCR. Sin embargo, en una investigacion
realizada por Brugere et al. se sugiere que los microorganismos que pertenecen al género
Methanomassiliicoccales podrian ser implementados como probi6ticos de siguiente
generacion por el rol que desempefian en la disminucion de los niveles de trimetilamina
(TMA) y TMAO (predictores de riesgo de sufrir eventos cardiovasculares como
ateroesclerosis e infarto de miocardio). Segun este investigador, estos microorganismos
codifican aminoacidos que catalizan la actividad de TMA, impidiendo que su oxidacién y
generacion de TMA induzca la produccion de células espumosas y cambios en la
composicion y cantidad de acidos biliares, con lo cual se reduciria el riesgo de
ateroesclerosis. De acuerdo con esto, es posible que éste microorganismo participe en el
mantenimiento de la homeostasis de la microbiota en cavidad oral y que el aumento en su
frecuencia se vea relacionado con un mecanismo de proteccion o la relacion que puede tener
este microorganismo con otras especies.(40)

Como se puede observar, el rol que desempefian los metan6genos en los procesos de
enfermedad no es claro adn. La evidencia no es concluyente. En algunos estudios se
considera que los microorganismos que pertenecen al género Methanobrevibacter pueden
estar involucrados indirectamente en la patogénesis de enfermedades inflamatorias y otros
autores consideran que la disminucién en la concentracién de éstos puede ser considerado
como un biomarcador de patologias. Por lo tanto, es posible que se requiera de estudios en
los cuales se observe cuales bacterias cohabitan en el tejido para observar su comportamiento
respecto a microorganismos con los cuales puedan establecer relaciones sinérgicas.



Esta claro que los virus son uno de los componentes del microbiota oral, a su vez se menciona
que los bacteridfagos son el tipo de virus que se encuentran con mayor riqueza dentro de este
grupo de microorganismos. Los bacteridfagos, virus bacterianos o fagos como también se les
conoce, son virus cuyo huésped natural son las bacterias, que también forman parte de la
microbiota oral. Estos logran de una manera u otra alterar la ecologia o el “ecosistema” de
dicha microbiota, ya que pueden cumplir un rol de proteccion o depredador para sus
huéspedes.

Logran integrarse dentro del genoma de la bacteria y propagarse cada vez que esta también
lo haga sin producir lisis bacteriana ni replicar viriones, esta manera de interactuar con el
huésped se le conoce como ciclo templado o lisogénico, de tal modo, el profago evita que
otro bacteridfago litico sobreinfecte la bacteria y en consecuencia estara casi que inmune ante
la lisis bacteriana mediada por bacteriéfagos. El rol antagonista lo cumplen infectando
bacterias y generando lisis de esta, con el fin de replicarse y propagarse a traves de viriones.
(41).

El candidato de salud Campylobacter virus cp220 fue positivo en 42 % de las muestras.
No se ha reportado la presencia de este microorganismo en muestras de pacientes con
carcinoma escamocelular u otros tipos de cancer. Pero si existe el reporte de Campylobacter,
bacteria huésped de este virus en tal neoplasia. En un estudio realizado en pacientes con
diagnostico de Carcinoma escamocelular oral se evidencio que el género Campylobacter en
conjunto con otros 17 géneros bacterianos, fueron los méas abundantes representaron > 80%,
ademas comparando dichos pacientes con sus respectivos controles el género Campylobacter
fue uno de los géneros que demostrd un aumento estadisticamente significativo frente a los
controles, en los cuales la presencia de la bacteria tendia a ser bajos o nulos (42).

Otro estudio donde se secuencio ADN tomado a partir de frotis realizados sobre lesion lingual
en 36 pacientes con hallazgo de leucoplasia oral, una lesién premaligna que antecede el
carcinoma escamocelular oral y como control tomaron muestra de frotis del lado contralateral
sano del mismo paciente. Se evidencio el incremento significativo en la abundancia de
Campylobacter spp. (p 0.0069) en muestras de leucoplasia vs lado contralateral sano. Asi
mismo 50% de los pacientes presentaron caracteristicas citologicas de displasia severa,
microbiolégicamente en dicho grupo se hallé predominio de la especie Campylobacter
concisus vs displasias moderadas y leves P <0,044. (43)

Adicionalmente otro estudio realizado en 25 muestras de biopsias tumorales de carcinoma
escamocelular oral y 27 controles de polipos fibroepiteliales. ElI ADN extraido de las
muestras se secuencio con Illuminay los resultados mostraron que Campylobacter concisus,
estuvo con mayor frecuencia en las muestras de carcinoma escamocelular. En cuanto a
Campylobacter fago Pride et al 2012(44)indicaron que los bacteriéfagos de la cavidad oral
predominan es estados lisogénicos, por lo que podriamos sugerir que Cp220 se encuentra en
fase templado con Campylobacter sp y por tal razén se presento en tal proporcion en el
presente estudio.

El candidato de enfermedad Lactobacillus phage KC5a fue positivo en 36 % de las muestras,
con una media de 33,68 nimero de copias. Aungue no se hallaron otros estudios que
identificaran dicho virus en muestras de cancer oral u otro tipo de cancer mediante


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ezproxy.javeriana.edu.co/pubmed/?term=Pride%20DT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22158393

secuenciacion de ultima generacion sabemos que su bacteria huésped, Lactobacillus gasseri
se ha reportado en lesiones malignas orales.

En un estudio donde se tomaron muestras de saliva a 25 controles y 19 pacientes con
diagnostico de carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, de los cuales 47% eran
carcinoma escamocelular oral y 58% carcinoma escamocelular de orofaringe. Mediante
técnicas de secuenciacion de ADN y PCR cuantitativa, Lactobacillus gasseri presento un
aumento significativo en paciente casos frente a los controles con un valor de p <0,0001.
Pero los autores sugieren que su presencia no es propia, sino que ha migrado desde la vagina
su ambiente natural, por medio de précticas sexuales. Sin embargo, en las muestras de dichos
paciente se reportaba la presencia del virus del papiloma humano, a lo que atribuyen el
diagnostico tumoral (32).

En el presente estudio el 36% de la muestra que fue positiva para Lactobacillus phage KC5a,
refirié practicas de sexo oral sin diferencias estadisticamente significativas, sin embargo,
puede ser el medio por el cual migre a cavidad oral la bacteria Lactobacillus gasseri y consigo
el fago Lactobacillus phage KC5a.

Frente a reportes de enfermedad y la presencia de Lactobacillus phage un estudio en el que
se identificaron a través de cultivo bacteriano y posterior Secuenciacion del gen 16S rRNA
cepas de lactobacillus en una muestra de 69 mujeres sanas y 75 con flujo vaginal anormal.
Reporto  primeramente  Lactobacillus  jensenii ~ 24%, Lactobacillus  crispatus
22%, Lactobacillus iners 10%, Lactobacillus gasseri 10% Yy Lactobacillus vaginalis 9%.
Complementario a esto mediante Aislamiento de bacteri6fagos y microscopia electronica,
identificaron bacteriéfagos endégenos de L. jensenii (29%) cuya bacteria se relacion6 con
flora normal junto a L gasseri. y el bacteriéfago endégeno de L. crispatus (77%), bacteria
relacionada con vaginosis bacteriana. Quien sugiere la presencia de los bacteriéfagos por
vinculos de lisogenia con sus bacterias huéspedes. (45)

Existe el reporte de otros estudios que también han identificado los virus mas frecuentes en
muestras tumorales de regiones anatomicas diferentes a la cavidad oral. Como el estudio de
Nakatsu y col 2018, realizado en especimenes fecales de 111 pacientes con cancer colorrectal
(CCR) y 112 controles sanos mediante secuenciacion. En sus resultados reportan que el
género viral con mayor expresion fue Orthobunyavirus con un aumento de 1,26%, un género
descrito como virus de ARN, que tiene la capacidad de infectar humanos, cuyo vector de
transmision son los mosquitos y el cual no se ha descrito en enfermedades del tracto
gastrointestinal, pero si esta vinculado a alteraciones febriles y hemorragicas(46).

CONCLUSIONES

e Laarquea candidata de enfermedad Mbb tuvo una frecuencia del 8%, mientras que la
arquea relacionada con salud Ca alvus presento una frecuencia de 25%. En cuanto a



virus el candidato de Salud Cp220 tuvo una frecuencia de 42 % y el virus candidato
de enfermedad Kc5a se encontr6 con una frecuencia de 36 %.

e Las caracteristicas sociodemogréaficas de esta muestra como el sexo, la edad, el estrato
socioeconomico, el numero de parejas sexuales, el habito de fumar, el consumo de
alcohol, y el consumo de medicamentos no tienen relacion con la presencia de Kc5a,
Cp220, Mbb, Ca alvus,

e Sin embargo, en este estudio se observd que la practica de sexo oral puede estar
relacionado con la presencia de Mbb, el reflujo gastroesofagico puede estar
relacionado con la presencia de Ca alvus.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un estudio con muestras controles y evaluar su presencia y cantidad
en muestras de tejido sano.
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