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Resumen:

Las técnicas moleculares para recuperar DNA antiguo brindan la posibilidad de comparar la evolucion
molecular a través del tiempo, ya que constituye una herramienta para aclarar el diagndstico de posibles
enfermedades infecciosas del pasado. Objetivo: Aislar y secuenciar un fragmento de DNA de
Streptococcus mutans fosilizado, considerado el principal agente infeccioso implicado en la formacién de
la placa bacteriana y el desarrollo de la caries dental, utilizando la reaccién en cadena de polimerasa
(PCR). Metodologia: La muestra estuvo conformada por caries y tartaro dental proveniente de dientes
de diferentes colecciones de México, Barcelona e Islas Baleares. La metodologia fue adaptada a las
condiciones de conservacion de este tipo de muestra para obtener DNA y los primers fueron especificos
para la amplificacion de un fragmento de 124 pb del gen de la Dextranasa del S. mutans. Resultados:
De las 24 muestras analizadas, 9 resultaron positivas para la amplificacion y en 6 se lograron las
secuencias correspondientes. Para la alineacion de las secuencias obtenidas, se empled la base de datos
BLAST encontrandose una homologia del 95% con el genoma del S. mutans UA159. Conclusion: Este
estudio demuestra la primera evidencia de obtencidn de la secuencia de un fragmento de DNA de
Streptococcus mutans recuperados a partir de caries y calculo dental de restos humanos antiguos,
presentando un 95% de homologia con el DNA de S. mutans de la subespecie UA159 moderno.

Palabras claves: Streptococcus mutans, DNA antiguo, Reaccion en Cadena de Polimerasa.

Abstract:

The molecular techniques for ancient DNA recovering, offers the possibility to compare the molecular
evolution through time as these are tools which make clear possible infectious diseases from the ancient
times Objective: To isolate and sequence fossilized Streptococcus mutans DNA fragments, considered
the infectious agent involved with dental caries and plaque formation and development, by using the
polymerase chain reaction (PCR). Subjects and methods: Dental caries and tartar samples of teeth
collections from Mexico, Barcelona and Balearic Islands. The methodology was adapted to the
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conservation conditions of this type of DNA samples, and primers were specific to amplify a fragment of
124 bp of S. mutans dextranase gene. Results: 24 samples were analyzed, 9 were positive for
amplification and 6 were obtained with its corresponding sequences. To alignment the sequences
obtained, we used the BLAST database, giving us the 95% homology with the S. mutans UA159 genome.
Conclusion: This study shows us the first evidence of Streptococcus mutans DNA sequence fragment
recovered from dental caries and tartar from ancient human remains, presenting a 95% homology with
S. mutans UA159 modern subspecies DNA.

Key words: Streptococcus mutans, ancient DNA, polymerase chain reaction.

Introduccion:

La paleopatologia es la especialidad médica que investiga la evolucion y el progreso de la enfermedad a
lo largo del tiempo (sin precisar un periodo en particular) y de cdmo la humanidad se ha ido adaptando a
los cambios de su entorno (1, 2). La importancia de conocer las enfermedades en el pasado, la
morbilidad, el impacto en el ecosistema y los cambios evolutivos hasta llegar a la patologia actual
sustentan el interés por investigarlo (3). Siguiendo la misma linea, la paleodontologia o
paleoestomatologia abarca el estudio de las estructuras, funciones y enfermedades del aparato
estomatognatico a partir de restos humanos antiguos (4). Los dientes y sus huesos de soporte
proporcionan gran cantidad de informacion debido a su dureza; esto favorece que su conservacion pueda
resistir con ventaja sobre el resto del esqueleto, siendo frecuentemente, el registro fésil mas abundantes.
De hecho, la proporcidn de restos dentales y fragmentos éseos mandibulares en relacidon a otros restos
0seos, aumenta en relacién a la antigliedad de la muestra (2, 3, 5).

La importancia del estudio de las diferentes lesiones asociadas a los dientes, radica no sélo en el
conocimiento de la salud buco-dental de una poblacién en particular, sino en la fuente de informacién que
representa para el conocimiento de la dieta y habitos existentes tanto en las poblaciones actuales como
en antiguas (5).

La caries es la mas comun de las enfermedades dentales y en relacion a las poblaciones arqueoldgicas es
la patologia més frecuencia entre las lesiones buco-dentales (2). Otras alteraciones comunmente
descritas son los depdsitos de sales calcicas a nivel cervical y en algunas porciones de las coronas
dentarias, producto de la mineralizacién de la placa bacteriana. Su presencia se constata en todas las
épocas (3, 6, 7, 8) e indudablemente, influye en el desarrollo de la enfermedad periodontal.

Estudiar el desarrollo de las enfermedades infecciosas bucales a través del tiempo mediante la
observacién de la caries, el célculo dental y su relacidn con los agentes microbianos que las producen,
puede proporcionar una valiosa informacion respecto al origen de estos procesos y los patrones de
subsistencia de los mismos (5).

La paleomicrobiologia bucal puede ser estudiada por diferentes técnicas, las cuales muestran la relacion
agentes infecciosos fosilizados con las enfermedades mas prevalentes que han afectado la cavidad bucal
desde tiempos pretéritos, como lo son la caries dental y la enfermedad periodontal.

La utilizacién de la inmunofluorecencia ha permitido la identificacién de microorganismos en lesiones
infecciosas 6seas, como la osteomielitis, producida por blastomicetos o lesiones por Mycobacterium
tuberculosis. Asimismo, se han utilizado sueros monoclonales y policlonales para la determinacién de
especificidad de reacciones en estudios esencialmente paleopatoldgicos (5).

En trabajos realizados con calculo dental de individuos proveniente de la cultura Natufiense, se demostré
a través de la técnica de inmunofluoresencia indirecta la presencia de Streptococcus mutans (serotipo c)
fosilizado, que de acuerdo con la hipotesis de placa especifica, seria uno de los principales agentes de la

caries dental por su accién acidogénica, producto de la fermentacidn de los hidratos de carbono

FUENTE: www.actaodontologica.com/ediciones/2011/2/artl1.asp
Acta Odontoldgica Venezolana - Facultad de de Odontologia de la Universidad Central de Venezuela
ISSN: 0001-6365 - Caracas - Venezuela



Acta Odontolégica Venezolana - VOLUMEN 49 N° 2 / 2011
ISSN: 0001-6365 - www.actaodontologica.com

Pagina |3

(especificamente la sacarosa) (5, 9, 10, 11).

Mas recientemente, el analisis de DNA se ha convertido en un método efectivo, versatil y accesible para
un numeroso grupo de cientificos, lo que ha permitido no sélo la identificacion de mapas genéticos y el
analisis funcional de los microorganismos, sino que también ha estimulado nuevos campos de aplicacion,
como es el caso del estudio del DNA antiguo (aDNA).

Actualmente, el reciente desarrollo biotecnoldgico permite obtener datos de poblaciones antiguas
utilizando restos arqueoldgicos. Este campo de investigacion presenta todas las potencialidades para
poder contribuir sustancialmente a la comprension de nuestra historia evolutiva del hombre (12). La
capacidad de las biomoléculas, de sobrevivir largos periodos de enterramiento en huesos y dientes, ha
permitido el aislamiento de DNA del huésped y del DNA bacteriano con la finalidad esclarecer diferentes
enfermedades infecciosas sufridas a lo largo de la historia (13, 14, 15, 16).

En este sentido, el objetivo de este trabajo fue aislar y secuenciar un fragmento de DNA de Streptococcus
mutans fosilizado, siendo este integrante del grupo mutans, considerado el principal agente infeccioso
implicado en la formacion de la placa bacteriana y el desarrollo de la caries dental.

Materiales y Métodos:

Muestra: Las muestras fueron cuidadosamente seleccionadas, diagnosticando la presencia de caries y
calculo dental por observacion directa de dientes que forman parte de cuatro colecciones esqueléticas del
Laboratorio de la Unidad de Antropologia Bioldgica Universitat Autonoma de Barcelona (UAB), Espana:

e Granollers, Barcelona (Espafia): principios de siglo XX,
e Església San Pere, Terrassa, Barcelona (Espafia): siglos V-XII

e Can Reiners, Islas Baleares (Espafia): siglo VII, colecciones, Universitat Autonoma de Barcelona
(UAB), Espafia.

e Tlatelolco, Ciudad de México (México): época pre-contacto, siglo XV - principios del siglo XVI.
e Los Olmos, Hidalgo (México): época post-contacto, siglo XVI.

Un total de 24 muestras con caries y calculo dental fueron seleccionadas, tomando en consideracion que
los microorganismos del grupo S. mutans, se asocian con el desarrollo inicial de lesiones de esmalte,
invaden tubulos dentinarios, son altamente cariogénicos, y forman parte de la constitucidn del célculo
dental (9, 17).

Método: Segun criterios de autenticidad descritos por Montiel et al. (2007), el trabajo de laboratorio se
realizd bajo estrictas medidas de esterilizacion, para evitar la contaminacion durante los procesos de
extraccion y PCR garantizando la confiabilidad de los resultados. Los procesos fueron realizados para pre-
PCR y post-PCR, para la preparacidén de los reactivos se emplearon soluciones estériles e instrumental de
vidrio, siendo todo el material autoclavado dos veces e irradiado con rayos UV (254nm) antes de su
utilizaciéon. El trabajo en el laboratorio se realizé utilizando indumentaria estéril, mascarillas y guantes
desechables que se fueron cambiando frecuentemente en los diferentes pasos durante todo el proceso.
Un control de extracciéon fue siempre incluido en el procesamiento de las muestras (KE) y un control
adicional en cada PCR (K-) (18).

Extraccion y precipitacion de DNA: Las extracciones se realizaron en grupos de 3 a 5 muestras,
incluyendo el KE. Antes de comenzar cada extraccidn se realizaba un rapido lavado de los dientes con
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solucion de hipoclorito de sodio al 10%. Para la obtencion de caries se utilizd un juego de instrumental
diferente para cada muestra, previamente esterilizado y autoclavado, el cual contenia un férceps, una
pinza de algodon y fresas redondas de diamante para instrumental rotatorio y para la obtenciéon del
calculo dental se utilizando raspadores estériles (Fig.1a y 1b).

El material obtenido se recolectaba directamente en tubos de 15 ml. y sometido a digestion enzimatica
con 0.1mg/ml de proteinasa K, en tampdn de extraccién (EDTA 0.5M pH 8, Tris-HCI 1M pH 8.0-8.5, SDS
al 10%), incubandolo a 37° C durante toda la noche. La extraccion de DNA se realizd con
fenol/cloroformo y la purificacién y concentracion se llevd a cabo con centricon 30 (Millipore®). Los
extractos de DNA en suspension se almacenaron a 4° C durante 3 dias con la finalidad de minimizar los
efectos de los inhibidores de la PCR (19).

En algunas de las muestras se realizé un lavado con EDTA previo a la colocacion del tampdn, con la
finalidad de facilitar la desmineralizacion del tejido. Este paso consiste en agregar 5 ml de EDTA 0,5M al
tubo que contiene la muestra, centrifugar por 5 minutos a 3.500 rpm, decantar el sobrenadante, repetir
el paso anterior y finalmente agregar el tampdn para la correspondiente digestion enzimatica.

Identificacion del agente patogeno: El DNA fue amplificado mediante PCR con primers especificos
para Streptococcus mutans, disefados en el laboratorio de la UAB, utilizando en cada reaccién, un control
negativo de amplificacion (K). Los primers amplifican un segmento de 124 pares de bases (pb) del gen
de la Dextranasa del S. mutans, entre las posiciones 344 - 467. La posibilidad de que los primers
hibridaran con secuencias de otras especies, fue verificada mediante el programa BLASTN 2.2.7 (Jan-02-
2004) en el GenBank (20).

Primers:
F: 3'-CGGCTGAACCAGCTATTAGG-5'
R: 3'-GACGCCGATTCTGTCTGTAC-5'

La reaccion de amplificacion se realizé en un volumen final de 50 pl conteniendo: 10 mm de tampoén 10X
(tris HCI pH 9,0), 2 mm de Mg2Cl, 200 pm de cada dNTP's, 50 pmol de cada primer, 160 mg/ml de BSA,
2 U de Tag ADN polimerasa, y 1 o 2 pul de DNA en suspensién. El programa del termociclador consistié de
un ciclo inicial de desnaturalizacién de 5 minutos a 94° C, 39 ciclos de 50 segundos de desnaturalizacion
a 940 C, 1 minuto a 55° C, temperatura de annealing, y 1 minuto de extensiéon a 72° C, terminando con
un ciclo de extension final de 5 minutos a 720 C, finalizando el proceso a 4° C. Finalmente, los productos
amplificados de PCR fueron analizados por medio de electroforesis en gel de agarosa estandar al 3% y
visualizado a través de UV.

El producto amplificado y purificado se sometid a la reaccion de secuenciacidén en el Servicio de
Secuenciacién de la Unidad de Microbiologia de la UAB, utilizando un secuenciador automatico Alf-express
(Pharmacia). Las secuencias se visualizaron con el programa Chromas v1.45 y se alinearon, verificandose
manualmente, con la base de datos del GenBank (NCBI), utilizando el programa BLAST (20), para
comparar secuencias.

Resultados:

De las 24 muestras analizadas, 9 dieron resultados positivos para la amplificaciéon y en 6 se lograron las
secuencias correspondientes (Fig. 2). Estas secuencias se compararon con las secuencias del genoma de
S. mutans, publicada en el BLAST de la subespecie UA159 que se ha determinado como la principal
causante de la caries dental, encontrandose una homologia de un 95% (Fig. 3).
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Figura 1
Obtencion de la muestra: (1a) a partir de caries dental
(1b) a partir de calculo dental.

Figura 2
Gel de Agarosa al 3% para comprobar los fragmentos de 124 pb de S.
mutans.
Marcador de peso molecular= M123 pb. Muestras= Sm5, Sm6. Control
de Extraccion= KE. Control de amplificacién= K-.
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Figura 3
Comparacion de una de las secuencias obtenidas (Sm5) con la secuencia del S. mutans
UA159, publicadas en la base de datos BLAST. www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi

BLASTN 2.2.7 [Jan-02-2004] -~
RID: 1075382463-30341-26230872923. BLASTQ3 T NCBI

>refINC 00 0. 1 Streptococcus mutans_UA159, complete genome
Length = 2030921

Score = 162 bits (84), Expect = Se-41
Identities = 93/97 (95%), Gaps = 2/97 (2%)
Strand = Plus / Minus

Query: 1 aacggtggattcgaccattaactcttttcaagagacagaccttaaggtgcaagagaagga 60

Sbjct: 1915979 aacggtggattcgaccattaactcttttcaagagacagaccttaaggtgcaagagaagga 191

O
w

Query: 61 ggatgctgcggctg--gtacagacagaatcggcgtca

Sbjcty 1915~19 ggatgttgcggctgcagtacagacagaatcagcgtca 1915883

Discusion:

La identificacion molecular del S. mutans se fundamentd en diferentes estudios que han demostrado la
posibilidad la recuperar material genético antiguo de organismos patégenos con suficiente calidad y
cantidad, utilizando primers que amplifiquen fragmentos pequefios de DNA de entre 100 y 200 pb (21,
22). Asimismo, es importante destacar que hasta la fecha no se ha encontrado en la literatura, ninguna
prueba experimental que especifique la obtencion de secuencias de DNA proveniente de bacterias de la
cavidad bucal en restos antiguos.

Numerosas referencias relacionadas con la caries, incluyendo las primeras teorias que intentan explicar
su etiologia, se han encontrado en la historia registrada de los pueblos antiguos, pero la idea de que
acido + microorganismos, estaban involucrados en la etiologia de la caries no surgié sino hasta 1889,
cuando Miller promueve su "teoria quimioparasitaria", constituyendo luego la columna vertebral del
conocimiento y comprension actual de la etiologia de la caries dental (23, 24, 25). La hipdtesis de que las
bacterias son un prerrequisito para la iniciacion y avance de la caries y la especificidad de los
microorganismos en la iniciacién de la misma, fue confirmada por Orland et al. (1954-1955) y mas tarde,
Fitzgerald y Keyes (1960), enunciaron que el factor bacteriano transmisible en la caries era un
estreptococo, mas tarde identificado como Streptococcus mutans (23, 24, 25).
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De todas las bacterias bucales, los estreptococos han sido los mas estudiados. Actualmente, es
indiscutible el rol del Streptococcus mutans en el inicio y avance de la caries dental (8, 9, 10, 26, 27). La
capacidad para producir y resistir acidos, la formacion y utilizacion de los polisacaridos de
almacenamiento y la formacién de glucanos extracelulares a partir de la sacarosa, dan a este
microorganismo caracteristicas determinantes de su cariogenicidad (24).

El Streptococcus mutans se encuentra casi exclusivamente en la cavidad bucal humana. Si bien esta
perfectamente documentado el hecho de que ciertos animales salvajes y de laboratorio hospedan
microorganismos fenotipicamente similares al S. mutans que se encuentra en los humanos, existen
diferencias genotipicas entre ambos tipos. Por otra parte, la presencia del S. mutans en el habitat bucal
especifico, viene determinado por las interacciones fisicas, de adherencia y nutricionales que no permite
la subsistencia de este microorganismo en un medio habitual que no sea la cavidad bucal (23, 24, 25).

Los primers utilizados fueron disefiados especialmente para este trabajo en el Laboratorio de ADN
antiguo de la UAB, a partir del gen de la dextranasa de Streptococcus mutans. Se trata de un fragmento
de 124 pb que amplifican la region 344-467 dentro de la secuencia completa del gen de la dextranasa
(Streptococcus mutans dexA gene for dextranase, complete cds. ACCESSION D49430).

Estudios con diferentes propdsitos han demostrado la efectividad de la obtencion de DNA de S. mutans
en muestras actuales, utilizando primers que amplifican fragmentos del gen de la dextranasa (28, 29). La
molécula de dextranasa esta constituida por un péptido (Sp), una region estable (CR) y dos regiones
variables (nVR y cVR). La region estable es la responsable de la actividad enzimatica y se observa
homologia de esta regidn con el resto de Streptococci (S. dowenei, S. salivarius, S. sobrinus, entre otros)
(29).

Andlisis basados en la comparacién de secuencias nucleotidicas de Dex pertenecientes a diferentes
especies de estreptococos, han demostrado que la region estable presenta homologia entre las mismas.
En contraste, las regiones variables no presentan homologia, el tamafio de nVR y cVR es diferente entre
las especies y no son funcionalmente importantes (28, 29). Por otra parte, la constitucion de la
dextranasa entre las distintas especies es diferente, por lo cual, el producto amplificado en este estudio
resulta de la hibridacidén de los primers con el DNA de Streptococcus mutans, descartando toda
posibilidad de amplificacién con otro microorganismo, ni con otra especie bacteriana.

La region amplificada no presenta homologias significativas con secuencias de ninguna otra especie,
segun analisis con el programa BLASTN 2.2.7 (Jan-02-2004), en el GenBank (20). Ademas, en este gen,
aparentemente, no existen dominios conservados, segun analisis con el programa ORF Finder del NCBI
Genbank (30). Asimismo, es necesario destacar que nunca antes se habia trabajado con este
microorganismo en el Laboratorio de aDNA de la UAB, por lo tanto, no cabe duda que el DNA recuperado
de S. mutans se encontraba en la caries y calculo dental de las muestras analizadas.

Conclusion:
Este estudio demuestra la primera evidencia de obtencién de la secuencia de un fragmento de DNA de

Streptococcus mutans recuperados a partir de caries y calculo dental de restos humanos antiguos, que
presenta 95% de homologia con el DNA de S. mutans de la subespecie UA159 moderno.
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