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Resumen

Antecedentes: La amelogénesis imperfecta (Al) es un grupo de desoérdenes
hereditarios en donde se presenta un cuadro clinico genéticamente heterogéneo con
manifestaciones clinicas y radiograficas que afectan principalmente el esmalte dental.
Las distintas variantes de Al se clasifican, generalmente, segun el defecto y varian
entre hipoplasias, hipocalcificaciones e hipomaduraciones. El presente fue un estudio
descriptivo transversal donde se muestrearon 16 sujetos de familias costarricenses
portadoras de Al, con miembros afectados y no afectados, cuyo objetivo fue analizar las
variaciones en la colonizacion microbiologica oral bacteriana para incrementar el
conocimiento en este tema, ya que la informacion es escasa actualmente.

Metodologia: El estudio de casos incluy6 cinco familias costarricenses portadoras de Al
con 7 miembros afectados y 9 no afectados, con diferentes mutaciones genéticas
reportadas. Se realizdé una toma de muestras de saliva por medio de un enjuague bucal,
con el fin de colectar las bacterias orales. Mediante el sistema de secuenciacion de
préxima generacion, MiSeq de Illumina, se realizé un andlisis de las regiones V3-V4 del
gen ribosomal 16S bacteriano, con el fin de determinar y comparar la comunidad
bacteriana oral entre individuos afectados, no afectados y entre las familias.

Resultados: Se clasifico un promedio de 333 géneros de bacterias sin que se
encontrara diferencia estadisticamente significativa entre los afectados y los no
afectados (p = 0,895) ni entre las familias (p = 0,965); un 9 % de los géneros no se
clasificaron, independientemente de la afectacion (p = 0,149) ni entre las familias (p =
0,118). Con respecto a las especies se clasificé un promedio de 482 en las que no se
encontré diferencia estadisticamente significativa entre afectados y no afectados (p =
0,669) ni entre las familias (p = 0,922); el 35 % de las especies no se clasificaron.

Conclusiones: En el andlisis de la secuenciacién del ADN (microbioma 16S) de cada
una de las muestras de los sujetos de estudio, se logré identificar mayor abundancia y
prevalencia, en orden descendiente, de bacterias pertenecientes a los géneros
Streptoccocus, Prevotella, Neisseria, Actinomyces, Haemophilus, Fusobacterium,
Gemella y Rothia, figurandose entre las ocho mas sobresalientes. Se identificé que no
existe diferencia estadisticamente significativa (p > 0,05) del contenido bacteriol6gico
entre pacientes afectados, presentandose similitud entre abundancia y prevalencia de
las comunidades bacterianas.

Estudiantes de la maestria en Bioinformatica desarrollan un andlisis bioinforméatico
complejo en el que incluirdn, ademas de los datos del microbioma, los metadatos de los
participantes.

Palabras clave: Amelogénesis imperfecta, microbioma 16S, microbiota oral bacteriana
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1.1 Justificacion

La amelogénesis imperfecta (Al) es un término que define un cuadro clinico
genéticamente heterogéneo con manifestaciones clinicas y radiogréficas, donde la
estructura adamantina es de pobre desarrollo o ausencia completa del esmalte, lo que
genera que este se torne mas quebradizo con partes de estructura dental que no estan
recubiertas por este tejido y provoca sensibilidad e incomodidad para las personas que
lo padecen tanto fisica como emocional. Por ello nace la necesidad de investigar
diferentes aspectos de esta condicion para incrementar su abordaje tal como la
microbiota oral, lo que incrementara el conocimiento relacionado con la Al en la

comunidad cientifica y profesional.

El primer proyecto formal en Costa Rica, con miras a profundizar sobre la
amelogénesis imperfecta, inici6 en el afio 2011, conducido por la Dra. Gina Murillo
Knudsen de la Universidad de Costa Rica en colaboracion con el Dr. Alan Mighell de la
Universidad de Leeds de Inglaterra. Las etapas iniciales del proyecto documentan
diferentes tipos de lesiones de tejidos mineralizados y, posteriormente, se reclutan
familias costarricenses afectadas por esta condicion. El proyecto se inscribe y aprueba
en la Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad de Costa Rica con el nimero 440-
B2-334.

La microbiota oral es la comunidad ecoldgica de microorganismos comensales,
simbidticos y patdgenos que comparten nuestro espacio corporal. La investigacion en
este tema es de gran relevancia, pues no ha sido anteriormente relacionado con la
condicion de amelogénesis imperfecta y su estudio sera de gran valor, ya que permitira
entender la condicion desde una perspectiva de andlisis de microorganismos orales y el

comportamiento de la microbiota oral en superficies que carecen de esmalte.

El presente seminario de graduacion se enfocd en el estudio del ribosoma
procariota, mas especificamente en la subunidad 30S, la cual contiene la molécula de
ARNr 16S y esta siendo muy utilizada actualmente para obtener taxonomia y filogenia

de las especies bacterianas.



Por medio del ARN de las bacterias, ARNr 16S, que se tomo de las muestras de
las familias participantes del proyecto y procesaron en el Centro de Investigacion en
Biologia Celular y Molecular (CIBCM), se logr6, de acuerdo con las bases de datos, un
andlisis comparativo en cuanto a su genoma completo. Ademas, se conocio y
cuantificararon las especies bacterianas en las muestras analizadas. Por lo tanto, con
los resultados se pudo conocer la microbiota oral entre los sujetos afectados y no

afectados.

La microbiota oral varia en cada persona. En el presente estudio se cont6 con
familias costarricenses donde la condiciébn de amelogénesis imperfecta se expresa en
varios de sus miembros y en otros no. El fenotipo dental de cada familia en su condicién
particular de Al puede permitir el alojamiento de microorganismos distintos a los
encontrados en un individuo que no presente la condicion y con un esmalte de
estructura bien mineralizada. En algunas de las familias participantes se ha logrado
identificar la mutacién genética especifica, en particular la ameloblastina y la amelotina
(47-48) como hallazgos nuevos a nivel mundial, lo cual contribuye en gran escala a
comprender esta condicibn y su entorno relacionado con el tejido formado en la

superficie dental.

En este seminario se documentaron familias costarricenses identificadas con
amelogénesis imperfecta en miembros afectados y no afectados, cuyo proposito sera
analizar las variaciones en la colonizacibn microbioldgica oral para incrementar el
conocimiento en este aspecto y cuya informacion es escasa; sobre todo el nivel de
higiene oral en individuos afectados y no afectados, lo que puede contribuir al soporte
en mejorarla y disminuir factores que podrian afectarla como la sensibilidad dental y la
superficie de tejido no bien formado de las piezas dentales.

1.2 Planteamiento

¢ Existira una variaciéon en la microbiota oral de individuos afectados y no afectados de

amelogénesis imperfecta dentro de una misma familia?

¢ Este comportamiento se reproduce en todas las familias analizadas?



1.3 Objetivos del estudio

1.3.1 Objetivo general
e Analizar el contenido bacteriolégico oral en miembros afectados y no afectados de

familias costarricenses que presentan amelogénesis imperfecta para determinar

diferencias en la colonizaciéon bacteriana oral entre ellos.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Determinar el contenido de la microbiota oral de los participantes afectados y no

afectados.
2. Comparar el contenido bacterioldgico entre los afectados y no afectados.

3. Verificar si el comportamiento de las comunidades bacterianas es variable entre

los miembros de una misma familia.



CAPITULOII
MARCO TEORICO



2.1 Odontogénesis

2.1.1 Generalidades

El desarrollo de la cara y de la cavidad bucal comienza en la cuarta semana de
vida intrauterina. El primer arco branquial, al comienzo de la cuarta semana, se bifurca
lateralmente y hacia abajo, para formar los mamelones maxilares por arriba y los
mandibulares por abajo, procesos fundamentales en la formacion de la cara y de la

boca.

Los mamelones maxilares quedan a ambos lados del estomodeo y los

mandibulares forman su borde inferior (1).

2.1.2 Morfogénesis

El estomodeo queda limitado cefalicamente por el proceso frontonasal, en su
porcién caudal por el proceso mandibular y lateralmente por los procesos maxilares. En
la formacién de la cavidad oral participa el estomodeo (con su cubierta de ectodermo) y
el intestino anterior (con su cubierta de endodermo), regiones que quedan en
comunicacién tempranamente el dia 24, cuando se perfora la membrana bucofaringea.
Antes de en la tercera semana, surge un brote ectodérmico desde el techo del
estomodeo, la bolsa de Rathke, que crece hacia cefalico, pasando a través de la base

de craneo en formacion; elemento que dara origen a la adenohipdfisis (1).

Por sobre el estomodeo se estan desarrollando las fositas nasales que,
temporalmente, se encuentran separadas de este por la membrana buconasal; la
ulterior perforacion de esta membrana, durante la sexta semana, pondra en
comunicacién estas cavidades a través de las coanas primitivas. A esta edad, el
pequefio piso de las fosas nasales o el pequefio techo de la cavidad oral, segun por
donde se mire, corresponde a una extension profunda de los procesos nasales

mediales que se han fusionado para formar el paladar primitivo.



En consecuencia, la zona inferior de los procesos nasales mediales, flanqueados
por los procesos maxilares, dan origen a la zona media del labio superior (componente
labial, que forma el surco nasolabial), la zona anterior del reborde alveolo dentario
(componente maxilar, que contiene a los cuatro incisivos superiores) y la region anterior
del paladar 6seo (componente palatino); toda esta regidbn se conoce como segmento
intermaxilar o premaxilar, elemento que establece una continuidad hacia cefélico con el
tabique nasal proveniente del proceso frontonasal. En este momento, la porcién anterior
de la lengua en desarrollo contacta con el paladar primitivo, mientras que la zona

posterior de ella se proyecta hacia la cavidad nasal.

Hacia la sétima semana comienza a establecerse la separacion definitiva entre
fosas nasales y cavidad oral; cierre que se realiza a partir de los procesos maxilares
desde donde surgen las crestas palatinas o procesos palatinos laterales (1)

2.1.2.1 Desarrollo y formacion del patrén coronario y radicular

El desarrollo de los dientes inicia alrededor de la sexta semana y es uno de los
factores, junto con el desarrollo de los maxilares superior e inferior y de los senos

paranasales, que van a contribuir a la estructuracion de la morfologia de la cara (2).

La formacién de los dientes es un proceso coordinado de interaccion entre los que
van a dar origen a la dentina y al esmalte. Toda la regulacion de la formacion del patréon
dental de todas las piezas dentarias esta organizada por la expresion combinada de
diferentes genes Hox por la mesénquima. En el desarrollo especifico del diente el
epitelio realiza su diferenciacion mediante diferentes factores de crecimiento como Whnt,
proteinas morfogenéticas del hueso BMP, factores de crecimiento fibroblastico FGF y

factores Shh y factores de transcripcion MSX-1y 2 (2).

Debido a su elevado contenido en sales minerales y a su disposicion cristalina, el
esmalte es el tejido calcificado méas duro del cuerpo humano. Su funcién especifica es

formar una cubierta resistente para los dientes que los adecua para la masticacion (3).



Clasicamente se describe este fendbmeno segun un esquema de cuatro etapas
sucesivas, el cual comienza con la diferenciacion de las yemas epiteliales que se
forman por la profundizacion y proliferacion del epitelio de la lamina dental en la
mesénquima subyacente y en el lugar que ocuparan los futuros 6rganos dentales.
Luego, pasa por la constitucion de los érganos en casquete y campana, concluye con la

morfogénesis de los foliculos en el seno donde se elaboran los tejidos dentarios (4).
Especificamente el proceso de formacion dental esta conformado por tres etapas.

1. Etapa de boton, brote o yema: Después de la sexta semana de vida intrauterina, se
realiza un engrosamiento de la capa epitelial, por la proliferacion de algunas células de
la capa basal. Esto se conoce como lamina dental y es el precursor del 6rgano del
esmalte. Después, en cada maxilar se presentan diez engrosamientos redondeados
dentro de la lamina dental, que son los futuros gérmenes dentales. La etapa de yema,
es una etapa fugaz que se aprecia en la zona de la lamina dental respecto a cada
diente, un abultamiento en forma de disco que constituira las yemas epiteliales. La
mesénquima subyacente en contacto con la yema presenta una condensacion esférica

de células mesenquimatosas que evolucionard para constituir la papila dental (5).

2. Etapa de casquete o sombrero: La division celular ritmica origina una proliferacion
del epitelio. La superficie profunda del boton comienza a invaginar y varias capas se
hacen visibles. Estas son el epitelio dental interno, que es una capa de células
epiteliales altas a nivel de la concavidad, y el epitelio dental externo, que es una capa
sencilla de células epiteliales cortas sobre la superficie exterior. En el centro se separan
las células por aumento del liquido intercelular mucoide y se conocen como reticulo
estrellado u 6rgano dental. La proliferacion epitelial se fija a la lamina dental por un
tramo de epitelio que sigue creciendo y proliferando hacia el tejido conjuntivo. Alrededor
de la octava semana de vida intrauterina, se observa el primer esbozo de la papila
dental. Esto corresponde a la condensacion del tejido conjuntivo bajo el epitelio dental

interno, que mas tarde se convierte en la pulpa dental.



En un principio, las células de la papila dental son grandes y redondeadas o
poliédricas, con citoplasma palido y ndcleo grande. Al mismo tiempo, se condensa la
mesénquima, que rodea el exterior del diente en desarrollo y se torna més fibroso, este
tejido se llama saco dental. Las células del saco dental formaran los tejidos del
periodonto, que son el ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar. En la etapa de
casquete quedan diferenciadas algunas estructuras como el érgano dental epitelial, la
papila y el saco dental, responsables de la formacion de todos los tejidos del diente y
del tejido periodontal; comienza la histodiferenciacion del 6rgano dental.

En su parte concava se forma el epitelio adamantino interno en el que las células
cuboideas se transforman en cilindricas, y en la porcion convexa del casquete se forma
el epitelio adamantino externo en donde dichas células no cambian su forma; ademas;
el reticulo estrellado a consecuencia de la segregacion de glicosaminoglicanos por las

células poliédricas centrales del 6rgano dental (5).

3. Etapa de campana: Se profundiza la invaginacién y ocurre una serie de interacciones
entre las células epiteliales y mesenquimatosas que originan diferenciacion de las
células del epitelio dental interno en otras llamadas ameloblastos, quienes contribuyen
a formar el esmalte. Las células de la papila dental, ubicadas debajo de los
ameloblastos, se diferencian en odontoblastos, que son los que elaboran la dentina.
Varias capas de células escamosas de poca altura empiezan a surgir junto al epitelio
dental interno, estas capas se denominan estrato intermedio. La formacion de la raiz no
comienza hasta que la formacion del esmalte de la corona finaliza. En la zona de
reflexion de los epitelios adamantinos interno y externo, desprovista de esmalte, se
forma el mufién epitelial de la raiz que prolifera, penetrando en profundidad y preforma
el esbozo de la futura raiz dental.

En la etapa de campana se establecen los patrones coronarios de cuspides
bordes y fisuras. Se desarrolla el estrato intermedio entre el reticulo estrellado y el
epitelio adamantino interno, el cual es esencial en la formacion del esmalte al
producirse los materiales que pasan a los ameloblastos y a la matriz del esmalte

durante la amelogénesis. El reticulo estrellado se expande por aumento de la sustancia
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intercelular. Al final de esta etapa el epitelio adamantino externo se dispone en pliegues
en los que penetran proyecciones del saco dental que proporcionan vasos capilares al
organo del esmalte durante la amelogénesis; se produce la diferenciacion de los
ameloblastos y de los odontoblastos (3).

Por la influencia organizadora de las células del epitelio adamantino interno, las
células de la papila dentaria se diferencian en odontoblastos, mientras que las
cilindricas originardn a los ameloblastos. La papila dental en su evolucién posterior
formara la dentina y la pulpa. El saco dental adopta forma circular y formara el cemento,
el ligamento periodontal y el hueso alveolar propio. En el dltimo estadio se pierde la
continuacion del 6rgano dental donde la lamina y el saco dental rodeara completamente

al germen dentario.

Cuando la diferenciacion de los tejidos del germen alcanza su nivel maximo se
inicia la formacién de los tejidos mineralizados. Esta nueva etapa la reconocen
numerosos autores como etapa de foliculo dentario, aunque otros solo la consideran

como una etapa avanzada de la campana (3).

Epithelial invagination and proliferation ) Enamel knot formation ) Cell differentiation ) Enamel/Dentin formation

BMP MSX1/MSX2 BMP BMP
ACTIVIN DLX1/DLX2 FGF FGF
FGF GuU/Gu3 WNT
SHH LEF1 SHH
WNIT EDA msx1

PAX9 EDA

RUNX1

Dental lamina

Figura 1. Estadios en la formacién dental y factores involucrados
Fuente: Katerine C. & Auerkari, E. Molecular genetics of craniosynostosis. IOP Conference Series: Earth
and Environmental Science. 2018. doi: 10.1088/1755-1315/130/1/012037.
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2.2 Amelogénesis

2.2.1 Generalidades

Fases de la amelogénesis

e Elaboracion de una matriz organica extracelular

e Mineralizacion: formacion, elongacion y nucleacion de los cristales, remocion de

la matriz organica y maduracion de los cristales (6)

1.

2.

Etapa morfogénica

Etapa de diferenciacion: empiezan a tomar forma los ameloblastos, hay una

induccion de las células hacia el tejido conectivo para diferenciarse en odontoblastos.

. Etapa de secrecion: el ameloblasto ha perdido la capacidad de dividirse y se da la

segregacion del esmalte aprisméatico. Se desarrolla el proceso de Tomes.

. Etapa de maduracion: ameloblastos reducen el didmetro, ya hay una importante

deposicion de esmalte. Desaparece el proceso de Tomes.

. Etapa de proteccion: el esmalte ya estd completamente mineralizado, el ameloblasto

entra en un estado de regresion, se fusionan con el estrato intermedio. Protege al

esmalte formado del tejido conectivo hasta la erupcion del diente.

. Etapa demolitica: el epitelio reducido del esmalte prolifera y provoca la atrofia del

tejido conectivo que lo separa del epitelio bucal y une ambos epitelios provocando la

correcta erupcion del 6rgano del esmalte (7).
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PREAMELOBLASTOS

MEMBRANA
BASAL

EERENGIARSEDELL ENUN PRIMER MOMENTO SE
ELULAS PERIFERICAS D
£ RIFE E COMVIERTEN EN CELULAS LAS CELULAS CRECEN EN

SATARY ALENTAS COLUMNAR PEQUERAS, CON LONGITUD (40U) Y
MUCHOS PROCESOS AMONTONADOS

Figura 2. Ciclo de vida de los ameloblastos
Fuente: Layana A. Dentinogénesis. (En linea) (Fecha de acceso el 16-04-2018) Disponible en:
https://es.slideshare.net/AllisonLayanaBernal/dentinogenesis-28219303

2.3 Amelogénesis imperfecta (Al)

Segun lo estudiado se encuentra que la amelogénesis imperfecta (Al) es una
variacion del esmalte con manifestaciones clinicas, radiograficas y alteraciones
genéticas donde la estructura adamantina es de pobre desarrollo o ausencia completa

del esmalte, causado por la diferenciacién impropia de los ameloblastos (8).

La amelogénesis imperfecta (Al) es una anomalia estructural del esmalte dental, la
cual se debe a una funcion anormal de los ameloblastos 0 a una alteracién en el
deposito estructural y la calcificacién de la matriz del esmalte, causando una alteracién

en el grado de mineralizacion de las piezas dentales (9).
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2.3.1 Clasificacion

La Al consta de varias clasificaciones que dependen de caracteristicas clinicas y
etapas de desarrollo de la pieza dental. Si la alteracion histologica se produce durante
la formacion de la matriz del esmalte, el resultado sera una hipoplasia; si se presenta
durante la etapa de aposicion (calcificacion y mineralizacion), se producira una
hipocalcificacion; y si ocurre durante la segunda fase de la etapa de aposicion

(maduracion), resulta una hipomineralizacion (9).

Lesiones de tipo hipoplasico: se caracterizan por presentar una cantidad insuficiente de
esmalte dental, como consecuencia de la inhibicion de ameloblastos o ausencia del
epitelio del érgano del esmalte, lo cual evita la histodiferenciacion del ameloblasto. El
esmalte puede ser aspero o liso y brillante (Figura 3). Respecto a la corona dental, se
da una disminucion del tamafio y son frecuentes los diastemas, pérdida de dimension
vertical, también se puede dar sensibilidad dentaria. Radiograficamente, se observa una

forma cuadrada de las coronas y cuspides bajas o ausentes. La radiodensidad del

esmalte se presenta normal (10).

Figura 3. Amelogénesis imperfecta tipo hipoplasico (izquierda). De aspecto clinico poroso, aspero y
agrietado (centro). Con coloracion blanquecina-plomiza opaca (derecha)
Fuente: Gonzales Pinedo, CO., Miguel del Priego, GP. (2009).

Lesiones hipomineralizadas: se subdividen en hipocalcificadas e hipomaduras. La
alteracion de hipocalcificadas se da en la fase de calcificacion de la matriz organica, por
lo cual el esmalte dental no se afecta en grosor, pero al calcificarse sera fragil y se

desprendera facilmente.
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La alteracion de las hipomaduras se da durante el proceso de maduracién del
esmalte en la fase final de la amelogénesis y tampoco afecta el grosor del esmalte, pero

el contenido mineral y la radiodensidad estaran disminuidos.

Por lo tanto, en los dos casos anteriores se tienen piezas dentales que se
fracturan o desgastan facilmente y son proclives a la desintegracion poseruptiva. El
color puede variar entre un blanco opaco a un amarillo-café mas profundo y
pigmentarse por factores extrinsecos (Figura 4). Con el tiempo las coronas presentan
forma y volumen anormal. Radiograficamente, existe falta de contraste en la

radiodensidad entre el esmalte y la dentina, el grosor del esmalte es normal en dientes

no erupcionados (9).

Figura 4. Amelogénesis imperfecta tipo hipomaduracién. Con superficies de color amarillenta (izquierda).
Con superficies de color marrén (centro). Amelogénesis imperfecta tipo hipomineralizacion (derecha
Fuente: Gonzales Pinedo, CO., Miguel del Priego, GP. (2009).

Hipomaduro-hipocalcificado asociado a taurodontismo: Esta es una combinacion de
ambas, con el peor pronostico al combinar disminucion en el grosor del esmalte con
pérdida de dureza y camaras pulpares grandes, lo cual aumenta la probabilidad de
pulpitis (9). Suele manifestarse en ambas denticiones, al examen radiogréafico
(panoramica y periapical), se evidencian camaras pulpares amplias y alargadas en los

primeros molares permanentes (Figura 5).
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Generalmente estos pacientes presentan anomalias en el cabello y en los huesos,
un denso hueso cortical y ufias displasicas evidenciandose en la infancia, pero
perdiéndose en la adolescencia. Algunos autores sefialan que este tipo de Al suele
presentar una mutacion en los genes DLX3 y DLX7 donde se ve perturbado la

formacion del esmalte (10).

e A e e
Fig: 4 b,

Figura 5. Amelogénesis imperfecta tipo hipoplasia e hipomaduraciébn con taurodontismo.
Radiograficamente, las primeras molares evidencian camaras pulpares amplias y alargadas. (izquierda).
Clinicamente, se observa alteracion en formacién del esmalte (derecha)

Fuente: Gonzales Pinedo, CO., Miguel del Priego, GP. (2009).

La Al se clasifica clinicamente en dos grandes grupos: lesiones hipoplasicas y
lesiones hipomineralizadas. El primer grupo se caracteriza por la presencia de piezas
con zonas sin esmalte dental, producto de la ausencia del epitelio interno en el 6rgano
del esmalte, por lo cual en la fase de histodiferenciacion no se formaran los

ameloblastos (9).

2.3.2 Patrones de herencia de la Al

El primero que se da es la autosémica dominante, en la cual para que la
enfermedad se exprese basta tener solo un gen mutado en cualquiera de los 22
cromosomas y en este patrén la alteracion se presentan individuos afectados en todas

las generaciones.
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En la Al autosémica dominante la alteracion ocurre en el gen de la enamelina
(ENAM), localizado en el cromosoma 421, y es la responsable de iniciar la

mineralizacion de los cristales en las primeras etapas de la amelogénesis (11).

La autosdmica recesiva, donde se puede heredar, por ambos padres, una copia
del gen mutado; aqui normalmente no se muestran signos ni sintomas de la
enfermedad. Para la Al autosémica recesiva la alteracion se produce en el gen de la
enamelisina (MMP20), que participa con la amelogenina en la etapa secretora y en el
gen de la calicreina (KLK4), responsable de eliminar proteinas de la matriz para permitir

el crecimiento final de los cristales en la maduracion.

Las mutaciones en estas proteinasas se asocian con Al hipomadura e hipomadura
pigmentada, caracterizada por un esmalte de espesor normal y menor contenido
mineral, los dientes presentan pigmentaciones de color amarillo-café. En la radiografia,

el esmalte menos radiopaco muestra poco contraste con la dentina (12).

La ligada al cromosoma X donde el gen mutado que causa el trastorno se
encuentra en este mismo, esta alteraciéon se da mas en varones. Las Al ligadas al
cromosoma X se asocian a mutaciones en el gen de la amelogenina. Los errores de
codificacion originan cambios en los dominios y funciones de la proteina, determinando
diversas manifestaciones clinicas que involucran déficit en la cantidad de esmalte
(hipoplasia) o defectos en su mineralizacion (hipomaduracion). También existe variacion
entre géneros, los pacientes masculinos solo expresan un alelo mutado, en cambio las

mujeres muestran un patron de mosaicos de expresion (11).

Por altimo, la mutacién de novo, también llamada espontanea (13), es aquella que
se produce por una causa desconocida es la primera mutacion determinada en una
familia. Se encuentran, generalmente, en padres sanos y en ausencia de antecedentes

familiares (9).
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Estudios epidemiolégicos anteriores de Backman y Holmgren (1988) constatan 51

familias suecas para identificar la segregacion de Al y revelaron que el 6 % de los casos

estaban ligados al cromosoma X, el 63 % se debian a un patron autosémico dominante

y el 12 % a las formas autosdmicas recesivas de Al; el 19 % fueron casos esporadicos

donde no existian antecedentes familiares que permitieran establecer un patron de

herencia (9).

El avance en el conocimiento de la base molecular de la Al ha estado limitado por

su diversidad genética y escasa prevalencia. Dado los costos del diagndstico genético,

no es posible aplicarlo en clinica de forma rutinaria. Sin embargo, actualmente, se estan

estableciendo correlaciones fenotipo-genotipo con fines investigativos, por medio del

estudio clinico y genético-molecular de familias afectadas (12).

Tabla 1.

Resumen de algunos de los genes identificados en la patogénesis de la Al, asi como

sus respectivos loci

Herencia Gen Locus Clfnica Prevalencia
FAMEB3H Bg24.3 Hipocalilicado 1:15 D00
Al DLX3 1721 3-q22 Hipoplésico 1:15 00O
Hipomaduracian
AD ENAM 421 Hipoplasico 1:15 000
AR {(Enamelina) 4g13.3
KLK4 (Calicreina) 19q13.2 Hipomaduracidn 115 000
AR MMP20 (Fnamelisina) 11q22.3-q23
WDRYZ (heta proper) 15021.3
AMELY {famelogening) Xpdd 3-p22.1 Hipopléasico Varia entre 1:14 000-
Ligado al X Hipomaduro 12700
Cromosama X (K2 2-qlH) Hipoplasico 1:15 D00

Fuente: Bloch-Zupan, A., Sedano, H. & Scully, C. (2012). Dento/Oro/Craniofacial Anomalies and

Genetics. USA: Elsevier.
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Se debe tener presente que las diferentes presentaciones clinicas no son
exclusivas de un patrén de herencia especifico, por lo que el andlisis genético molecular

es la Unica via para obtener un diagnéstico definitivo (9).

El gen enamelina (ENAM) esta implicado en la patogénesis de la Al tanto en la
forma dominante como recesiva y se ha mapeado un locus en el cromosoma 4ql11-g21.
Por el contrario, el locus 4q13.3 ha sido identificado en asociacién con la herencia

autosdmica recesiva (9).

Los procesos de biomineralizacion de los seres vivos implican la saturacion de una
matriz extracelular organica mediante la precipitacion y cristalizacion de iones de calcio
y fosfato entre otros. La mineralizacion es regulada por diferentes genes para tres
proteinas principales del esmalte (amelogenina, ameloblastina, enmaelina), dichas
proteinas son reconocidas como SCPP (Secretory Calciumbinding Phospho Protein)
(14).

Para el caso del esmalte, las amelogeninas son un grupo de estas proteinas
hidréfobas, reguladas por los genes AMELX Xg22 y AMELY Ypll, ricas en prolina,
histidina y glutamina, que constituyen el 90 % de las proteinas matriciales extracelulares

secretadas por el ameloblasto (14).

Las amelogeninas tienen la funcion de controlar la mineralizacién de la matriz
extracelular y regular el crecimiento, orientacion y tamafio de los cristales de
hidroxiapatita, a partir de la accién de las enamelinas (10 % de las proteinas matriciales
extracelulares secretadas, ricas en acido glutamico y aspartico, serina y glicina),

encargadas de regular la iniciacién de la mineralizacion de esmalte (14).
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Figura 6. Amelogénesis imperfecta de un incisivo lateral permanente

Fuente: Diaz, E., Gonzalez, D., Sez, S., Bellet, L. (2009). Amelogénesis imperfecta de un incisivo lateral
permanente. A propésito de un caso. Revista Odontologica de Especialidades. Recuperado de
http://www.infomed.es/rode/index.php?option=com_content&task=view&id=209&Itemid=1

2.3.3 Amelogénesis imperfectay sus mutaciones conocidas

Se han realizado diversos estudios de gran relevancia en los que colaboran y
realizan un gran aporte investigadoras costarricenses como las doctoras Gina Murillo y
Sandra Silva acerca de mutaciones en proteinas presentes en la formacion dental,
asociadas con amelogénesis imperfecta (Al). Por ejemplo, el estudio que asocia la
eliminacién de los exones 5 y 6 de la ameloblastina con Al. La ameloblastina (AMBN)
es la segunda proteina de la matriz del esmalte que se expresa mas abundantemente
durante la amelogénesis; su papel fundamental en esta se ha confirmado

experimentalmente utilizando modelos en ratones (15).

En dicho estudio se efectu6 una secuenciacion del exoma en una familia
costarricense consanguinea con Al hipoplasica generalizada presente tanto en
denticion primaria como secundaria y se identifica la eliminacion gendémica del exon 6
en la ameloblastina, esto corresponde a la eliminacion de 79 aminoacidos, acortando la

proteina de 447 a 368 residuos y haciendo que la misma no sea funcional.
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Asimismo, se llevo a cabo otra investigacion de gran relevancia, en la cual se
estudio la eliminacion de los exones 3-6, pero esta vez de la proteina amelotina, la cual
es una proteina secretada, que actla como un promotor de la mineralizacion de la
matriz en la etapa final del desarrollo del esmalte y se expresa fuertemente, casi

exclusivamente, en los ameloblastos de la etapa de maduracion (16).

En dicho estudio también se realiz6 una secuenciacion completa del exoma de
una familia costarricense, la cual presenta Al de tipo hipomineralizada y se identifico la
delecion gendémica que abarca los exones 3-6 de la amelotina. Con esto se da una
eliminacion de 92 aminoéacidos, reduciendo la proteina de 209 a 117 residuos y

afectando en gran medida la proteina.

Y por ultimo, un estudio en el cual se investiga acerca de las mutaciones bialélicas
de la FAM20A, la cual es parte de una familia de tres proteinas homoélogas la FAM20A,
B y C conocida como la familia de la serina quinasa, implicadas en la biomineralizacion.
Las mutaciones bialélicas FAM20A causan dos afecciones en las que la amelogénesis
imperfecta (Al) es la caracteristica principal: amelogénesis imperfecta, sindrome de
fiboromatosis gingival y sindrome renal del esmalte. Un fenotipo oral distintivo se
comparte en ambas condiciones (17). Se realiza la secuenciacion de Sanger de FAM
20A en casos con ese fenotipo y se identifican dos probando, con mutaciones

heterocigoticas individuales, que son patdgenas.

2.4 Dentinogénesis imperfecta

Cuando sucede alguna alteracion en el ADN humano también puede verse
afectada la parte dental, por lo que en este caso se hara referencia a la formacion de
dentina y como se ve afectada.

La dentinogénesis imperfecta es hereditaria, autosémica dominante y es una

estructura anormal de dentina que puede afectar o no ambas denticiones.
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El odontoblasto es la célula que secreta dentina junto con otras proteinas no
colagenas, proteina de la matriz dentinaria 1 (DMP1), la sialoproteina dentinaria (DSP)
y la fosfoproteina dentinaria (DPP) que intervienen en la mineralizacion, controlando la
iniciacion y el crecimiento de los cristales de hidroxiapatita y regulando la

dentinogénesis (18).
2.4.1 Clasificacion

Shields clasifico los trastornos genéticos hereditarios de la dentina en dos grupos
(29):

e La dentinogénesis imperfecta (DI), con los tipos I, Il, y lll, y
e La displasia dentinaria (DD), con los tipos | y Il

La dentinogenesis imperfecta tipo | es la manifestacion dental de la osteogénesis
imperfecta, una enfermedad 6sea de herencia autosomica dominante. La DI-Il, la DI-III,
la DD-l1 y la DD-ll se presentan de forma aislada, no sindromica, con diferentes

fenotipos dentales, siendo su herencia mas frecuente la autosémica dominante (18).

Las tres tipos DI-Il, DI-lll y DD-ll han sido mapeadas en el cromosoma 4921,
siendo su factor causal una mutacién en el gen que codifica la sialofosfoproteina

dentinaria (DSPP), pero en la DI-I no esta relacionado con el gen DSPP (19).
2.4.2 Dentinogénesis imperfecta tipo | asociada a osteogénesis imperfecta

Es la manifestacién que se observa en los pacientes con osteogénesis imperfecta,
que es una enfermedad de los huesos de herencia autosémica dominante. Sus
manifestaciones son idénticas a las de la DI-Il y, ademas, presente debido a la
desmineralizacion generalizada de los huesos que los hace muy susceptibles a las
fracturas. Cualquier signo de alteracion dental es signo de alerta para el diagndéstico
precoz de la Ol. Si existe alguna sospecha, es mejor hacer un examen radiogréafico. En
la Ol pueden encontrarse también coronas dentarias traslicidas o con bandas

transversales de decoloracion, erupcion ectépica, impactacion de molares
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permanentes, agenesias dentarias y anomalias de la oclusién, como mordida abierta

anterior o posterior y mordida cruzada (18).

2.4.3 Dentinogénesis imperfecta tipo Il

Es caracteristico ver piezas dentales de color azul-marron, se ven traslucidos-
opalescentes. Ademas, en las piezas temporales son mas afectadas que las
permanentes. Presenta dentina blanda, por lo que el esmalte tiende a fracturarse o las
coronas se desgastan rapidamente; en la parte radiogréfica, raices cortas y romas,
obliteracion de la camara pulpar. Puede presentar infecciones periapicales

frecuentemente (18).

2.4.4 Dentinogenesis imperfecta tipo Il

Es caracteristico de una poblacion estadounidense. Las piezas dentales son de
color &mbar, mucha atriciébn y exposiciones pulpares. El esmalte se puede observar
picoteado e hipocalcificados. Radiograficamente, la denticion temporal presenta
camaras pulpares amplias (18).

2.4.5 Displasia dentinaria tipo |

No se relaciona con el gen DSPP, piezas dentales sin pérdida de esmalte, pero
son opalescentes. Afecta ambas denticiones. Presenta pérdida temprana de piezas
dentales. Radiograficamente: raices cortas, conicas o sin ellas, apices redondeados,
camaras pulpares y conductos radiculares casi completamente obliterados. Puede

presentar infecciones periapicales (18).
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2.4.6 Displasia dentinaria tipo I

Es menos frecuente que la dentinogénesis imperfecta. La denticion temporal
muestra un aspecto clinicamente que se parece a la dentinogénesis imperfecta y en
radiografia se parece a la displasia dentinal tipo |. En los dientes permanentes tienen un
color y forma radicular normales. Radiograficamente, se observan camaras pulpares
con una forma de llama, las raices tienen una forma normal, pero los conductos

radiculares se encuentran obliterados. No hay lesiones periapicales (18).

2.5 Dogma central
2.5.1 Estructura del ADN y dogma central

Las instrucciones que determinan todas las caracteristicas y funciones de un

organismo se encuentran en su material genético: el ADN (acido desoxirribonucleico).

La estructura de doble hélice del ADN, que los investigadores James Watson y
Francis Crick propusieron en el afio 1953, proporcioné respuestas a multiples
interrogantes existentes sobre la herencia. Predijeron la autorreplicacion del material
genético y la idea de que la informacién genética estaba contenida en la secuencia de
las bases que conforman el ADN. Mas aun, con el correr de los afios y de las
investigaciones, se determind que todos los seres vivos, de la misma especie, poseen
un ADN similar, formado a partir de las mismas unidades: los nucleétidos. Este codigo
genético mediante el cual se «escriben» las instrucciones celulares es comun a todos
los organismos. Es decir, que el ADN de un ser humano puede ser «leido» dentro de
una bacteria, y una planta puede interpretar la informacién genética de otra planta
diferente. A esta propiedad de la informacién genética se la conoce como

«universalidad del cédigo genético» (20).

El ADN tiene la funcion de «guardar informacion»; es decir, contiene las
instrucciones que determinan la forma y caracteristicas de un organismo y sus
funciones. Ademas, a través del ADN se transmiten esas caracteristicas a los

descendientes durante la reproduccion tanto sexual como asexual.
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Todas las células, procariotas y eucariotas contienen ADN. En las células
eucariotas el ADN esta contenido dentro del nucleo celular, mientras que en las
procariotas, que no tienen un ndcleo definido, el material genético esta asociado a una

serie de proteinas en un complejo conocido como nucleoide en el citoplasma celular.

En las células eucaribnicas el ADN estd organizado en cromosomas. Los
cromosomas son lineales, mientras que en los organismos procariotas, como las

bacterias, el genoma es una molécula circular (20-21).

El ADN se compone de dos cadenas, cada una formada por nucledtidos. Cada
nucleodtido, a su vez, estd compuesto por un azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y

una base nitrogenada.

Las bases nitrogenadas son cuatro: adenina (A), timina (T), citosina (C) y guanina
(G); una A siempre se enlaza a una T y una C se enlaza a una G, mediante enlaces de

hidrogeno, en la doble cadena.

Se dice que las bases enlazadas son complementarias. EI ADN adopta una forma
de doble hélice, como una escalera caracol donde los lados son cadenas de azUcares y
fosfatos conectadas por «escalones», que son las bases nitrogenadas. La molécula de
ADN se asocia a proteinas llamadas histonas y se encuentra muy enrollada vy
compactada para formar el cromosoma. La doble hélice de ADN con las bases
nitrogenadas complementarias que se ubican hacia dentro y establecen uniones no
covalentes (o fuerzas de atraccién) entre si mantienen la estructura de la molécula. Las

desoxirribosas (azucares) y los grupos fosfato constituyen las columnas de la molécula.

2.5.2 Dogma central de la biologia molecular

Es el proceso esencial del sistema empleado para garantizar la perpetuidad de la
informacion genética de un organismo determinado y el flujo de dicha informacion

desde el ADN hasta la sintesis de proteinas funcionales.
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Figura 7. Esquema dogma central de la biologia molecular
Fuente: Elaboracidn propia, 2018.

Durante la replicacion, la molécula de ADN se desenrolla, separando sus cadenas.
Cada una de estas servira como molde para la sintesis de nuevas hebras de ADN. Para
esto, la enzima ADN-polimerasa coloca nucleétidos siguiendo la regla de apareamiento
A-T y C-G. El proceso de replicacion del ADN es semiconservativo, ya que, al finalizar
la duplicacién, cada nueva molécula de ADN estara conformada por una hebra «vieja»

(original) y una nueva (20,21).

La replicacion es un mecanismo en el que el ADN logra duplicarse de manera que
obtiene una copia idéntica. EIl ADN se caracteriza por tener una estructura de doble

hélice, este proceso se da por medio de:
1. Desenrollamiento y apertura de la doble hélice

2. Sintesis de la hebra complementaria (22-23).
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2.5.3 Transcripcion

La primera etapa de la expresion genética es la transcripcion, la cual ocurre dentro
del nacleo de las células eucariotas. La transcripcion es el paso méas regulado de la
expresion genética y consiste en la formacion de una molécula de ARN a partir de la
informacion genética contenida en un segmento de ADN. Es decir, da lugar a una copia
de ARN con secuencia complementaria y antiparalela, a partir de una secuencia molde
en una de las hebras del ADN, mientras que en la replicacién se copia el cromosoma
entero. La transcripcion es mas selectiva y especifica, pues responde a las necesidades

fisiolégicas y metabdlicas de la célula.

ADN polimerasa | ADN polimerasa lll

ADN ligasa Primasa Cebador ARN

Cadena N il
rezagada 1IN J 4 YL ,
37 st Moo [l LHTELELE 3

Cadena 5 mﬂ
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' ) Topoisimerasa
Pinza deslizante

Proteina de unién
ADN polimerasa Il a cadena sencilla

Figura 8. Replicacion del ADN

Fuente: Reece, J.B., Urry, L.A., Cain, M.L., Wasserman, S.A., Minorsky, P.V. & Jackson, R.B. (2011).
Origins of replication in E. coliand eukaryotes (Origenes de replicacion en E. coli y eucariontes).
En Campbell biology (10° ed., pag. 321). San Francisco, CA: Pearson.
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Figura 9.Transcripcion del ADN
Fuente: Ramon, 0. (2016). Genética y Reflejos. Recuperado de
http://geneticaolimpiaramon.blogspot.com/
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2.5.4 Traduccion

La siguiente etapa de la expresion genética consiste en la sintesis de proteina
propiamente dicha. EI ARNm pasa del nucleo al citoplasma, donde el mensaje es
traducido por los ribosomas a una proteina.

Subunidad grande

Subunidad perqueha‘ _»

Figura 10. Subunidad pequefia y grande ribosomal
Fuente: Cazaux, S. (2016). El Dogma Central de la Biologia Molecular. OpenBio UChile. Recuperado de
http://openbio.cl/biologia-sintetica/el-dogma-central-de-la-biologia-molecular/

Después de un complejo proceso, llamado splicing o editaje, el transcrito primario
que emerge de la transcripcion se modifica para eliminar los intrones, que son
fragmentos intercalados en la secuencia de un gen que no acarrean informacion
codificante. Después de eliminarse los intrones, los exones son enlazados entre si
hasta conseguir un ARN mensajero maduro o ARNm. Este entra al ribosoma, que es la
maquinaria de sintesis proteica y se encarga de descodificar la secuencia de
nucledtidos, con la participacion de ARNs de transferencia (ARNt), a una secuencia de

aminoéacidos de un polipéptido especifico.

Las investigaciones realizadas en células eucariotas han permitido conocer la
estructura de sus genes, la cual incluye regiones codificantes denominadas exones y

las no codificantes, intrones.
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Figura 11. Intrones y exones en la transcripcion del ADN
Fuente: Brands. A. (2010).

Desde hace varias décadas se conoce que solo una pequefia fraccion del genoma
humano esta formada por secuencias codificadoras de proteinas y que mucho del ADN
no codificador tiene importantes funciones bioldgicas. Ademas de codificar los exones,
el genoma contiene secuencias que se transcriben en moléculas funcionales de ARN,
regiones reguladoras que controlan la expresion génica, origenes de la replicacion y
regiones de codones que juegan roles estructurales o de regulacion a nivel

cromosomico (24).

Con las investigaciones dadas acerca del ADN no codificante, se ha logrado
confirmar el conocimiento de la variabilidad en el tamafio del genoma, mecanismo de la

duplicacién del gen y de mutaciones (24).

Los ARN no codificadores tienen una funcién principalmente de regulacion
espacial o temporal y son capaces de interrumpir o eliminar segmentos especificos para

evitar una mutacion daiiina.
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Las funciones principales del ADN no codificante son (25):

Regular la traduccion de las isoformas de las proteinas.

¢ Influir en el comportamiento de los genes por la capacidad de transcripcién de
distintos tipos de ARN.

¢ Regular la expresion diferencial de los genes.

e Cumplir con un papel estructural en los cromosomas como los centrémeros o

telomeros.
e Crear nuevos genes con nuevas funciones por medio de los pseudogenes.

e Estudiar la filogenia, al proceder de la duplicacién de pequefas regiones del

ADN, permiten realizar un rastreo de estas secuencias repetitivas.

e Usar el ADN no codificante por medio de los glébulos blancos para regular la

actividad de un grupo de genes que determinan su forma y funcién.
2.6 Microbiota oral

Por mucho tiempo y por mas de un siglo, varias decenas de especies bacterianas
y fungicas han sido aisladas de la cavidad oral, pero pronto se constaté que el nUmero
de microorganismos cultivados era muy inferior al observado en el microscopio. Asi,
gracias a las técnicas moleculares independientes del cultivo como la clonacion del gen
ribosémico 16S y, seguidamente, con la aparicion de las técnicas de secuenciacion de
alto rendimiento, se ha podido estimar la diversidad bacteriana total de la cavidad oral,

identificando mas de 600 especies o filotipos (26).

La cavidad bucal esta llena de bacterias. Segun Serrano et al., la microbiota oral
es uno de los ecosistemas microbianos mas antiguos en ser reconocido, y su
descripcion inicia en 1863 cuando Anton van Leewenhoek observa por primera vez en
el microscopio a estos microorganismos (animalculos) en placas dentales. Se menciona

que en la microbiota oral existen unos 600 a 700 taxones (27).
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La microbiota normal de un individuo se entiende como el conjunto de
microorganismos que colonizan permanentemente a la mayoria de los individuos sanos
de la poblacién (28). La microbiota o microbioma es el ecosistema de bacterias que
habitan tanto por dentro como por fuera del cuerpo. Se encuentran en mucosas y piel,
pero la mayor parte de ellas estan en el intestino (o que suele llamarse flora intestinal).
El microbioma es tan importante para la salud y evolucion que algunos investigadores lo
llaman «bérgano» y «genoma extendido». A pesar de ser tan pequefos, su poblacion es
gigante; por cada célula humana hay 10 microorganismos, y por cada gen humano 100
genes en el microbioma. Esto significa que mientras todos los humanos poseen cédigos
genéticos muy parecidos, el microbioma de un individuo es completamente diferente al
de otro (29).

Tradicionalmente, se considera a las bacterias como fuente de enfermedades,
pero en realidad la mayoria son beneficiosas y completamente necesarias para tener un
sistema inmune fuerte, hormonas balanceadas, digestion correcta, cerebro y demas

organos en 6ptimas condiciones (29).

El término microbioma lo acuiid Joshua Lederberg «para significar la comunidad
ecologica de microorganismos comensales, simbioticos y patdogenos que literalmente
comparten nuestro espacio corporal y han sido casi ignorados como determinantes de

la salud y la enfermedad» (30).

El equilibrio ecoldgico en la cavidad oral se mantiene a través de interacciones
entre especies interespecificas y antagonistas. Sin embargo, las perturbaciones que
alteran el equilibrio de este ecosistema pueden conducir al crecimiento excesivo de
especies con potencial patogénico y, a su vez, al desarrollo de enfermedades orales
(31).

Las enfermedades bucodentales surgen como resultado de un cambio en la
proporcion de ciertas especies con mayor potencial patogénico dentro de la flora
autdctona. Este cambio en la microbiota «comensal» se acomparia de la interrupcion de

la homeostasis inmune del huésped y el desarrollo de una respuesta inflamatoria. Por lo
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tanto, es la prevalencia de una cierta combinacion de especies microbianas junto con la
incapacidad del huésped para contener su proliferacion, lo que indica el riesgo de
desarrollar una enfermedad. En consecuencia, el estudio de la patogénesis microbiana
en la enfermedad oral ha cambiado el enfoque de una sola especie bacteriana al de la

ecologia y la virulencia de las comunidades polimicrobianas (31).

Del 40 % de las especies bacterianas que se han cultivado, se ha reconocido que
aproximadamente 10 tienen potencial patogénico, la mayoria de las cuales son
bacterias anaerobias gramnegativas que florecen en bolsas subgingivales como P.

gingivalis, T. denticola, F. nucleatum, y Prevotella sp (31).

La evidencia reciente ha indicado vinculos fisiopatolégicos asociativos entre las
enfermedades inflamatorias orales y las sistémicas como la diabetes, las
cardiovasculares y la artritis reumatoide. Sin embargo, establecer un verdadero vinculo
causal entre las enfermedades inflamatorias orales y las sistémicas es una tarea
costosa, obstaculizada por factores de riesgo compartidos. Lo que ahora estd muy claro
es que los trillones de bacterias que constituyen el microbioma no son espectadores
pasivos y pueden jugar un papel critico en la enfermedad sistémica. No obstante, se
necesita mas investigacion para desarrollar estrategias para atacar los mecanismos

disbiéticos y mejorar la salud oral (31).
La microbiota oral es compleja (28):

e Cocos Gram positivos: Streptococcus viridans, S. mutans, S. sanguis, S.
salivarius, S. oralis y S. mitis. En menor medida: Streptococcus pyogenes,
Enterococcus, Staphylococcus, Micrococcus y los anaerobios

Peptostreptococcus y Peptococcus.

e Cocos Gram negativos: especies del género Neisseria y Veillonella tanto

aerobios como anaerobios.

e Bacilos Gram positivos: Actinomyces, Lactobacillus, Bifidobacterium, C.

matruchotii, Rothia dentocariosa y otros llamados difteroides o difteromorfos.
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Gram negativos:

Prevotella,
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Porphyromonas, Fusobacterium,

Capnocytophaga, Actinobacillus, Eikenella, Campylobacter y Haemophilus.

e Otros: Espiroquetas comensales, hongos como Candida, Mycoplasma y

escasos protozoos como Trichomonas tenax y Entamoeba gingivalis.

Con el paso del tiempo se ha encontrado un cambio en la microbiota oral, Tabla 2

segun Jenkinson (32):

Tabla 2.

Microbiota oral en diferentes enfermedades

Enfermedad

Caries dental

Caries
radicular

Pulpitis

Gingivitis

Periodontitis
agresiva

Periodontitis
cronica

Halitosis
(mal olor oral)

Etiologia del patégeno microbiano
tradicional

Streptococcus mutans, S.
sobrinus, S. downei, Lactobacillus
acidophilus, L. casei, L.
fermentum, L. rhamnosus,
Actinomyces naeslundii, A.
odontolyticus

Actinomyces gerencseriae, A.
israelii, Streptococcus spp,
Lactobacillus spp, A.naeslundii

E. faecalis, Porphyromonas
endodontalis, A. odontolyticus,
Parvimonas micra
(Peptostreptococcus micros),
Prevotella intermedia
Fusobacterium spp, Actinomyces
spp, P. micra, P. gingivalis

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,
Capnocytophaga spp

P. gingivalis, T. forsythia, T.
denticola, Fusobacterium spp

Prevotella spp, P.
Actinomyces spp

gingivalis,

Fuente: Jenkinson, H. (2011).

Nuevo concepto de comunidades patogenas

Bifidobacterium dentium, S. mutans, Scardovia
wiggsiae, B. longum, B. adolescentis,
Prevotella spp, Selenomonas spp,
Lactobacillus spp

Actinomyces spp, Lactobacillus spp, Prevotella
denticola, Pseudoramibacter spp,
Enterococcus faecalis

Bifidobacterium spp, S. intermedius,
Lactobacillus spp, A. israelii, Treponema
denticola, P. micra, Prevotella baroniae,
Dialister invisus, Olsenella uli, Prevotella spp

Eubacterium nodatum, Eikenella corrodens,
Fusobacterium nucleatum, P. micra

Selenomonas spp, Prevotella spp, A.
actinomycetemcomitans, Filofactor alocis,
Tannerella forsythia, T. denticola, P. gingivalis

P. micra, Campylobacter gracilis, E. nodatum,
Eubacterium saphenum, T. forsythia, P.
gingivalis, Prevotella spp, Treponema spp,
Selenomonas noxia, E. corrodens

Atopobium parvulum, Dialister phylotype,
Eubacterium sulci, TM7 phylum, Solobacterium
moorei, Prevotella spp
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La microbiota oral es cambiante en un mismo ecosistema oral, este proceso se
conoce como sucesion microbiana, que es la sustitucion de unos organismos por otros

y existen dos tipos: alogénica y autogénica (28):

) La alogénica, se produce por cambios en el habitat de tipo no microbiano
como el nacimiento, la erupcion de los primeros dientes, la vida adulta, la caida de

los dientes, el uso de protesis dentales.

° La autogénica, consiste en la sustitucion de unos microorganismos por
otros mas adaptados al ambiente cambiado por los primeros colonizadores debido
al consumo de nutrientes, acumulacion de productos de desecho excretados,
cambios de pH, etc., que propician la colonizacién por nuevas especies mas

adaptadas a las nuevas condiciones ambientales del ecosistema microbiano.

Los microorganismos colonizan las superficies orales humanas en cuestion de
horas después del parto. Durante el crecimiento posnatal, los cambios fisiol6gicos como
la erupcion de los dientes primarios y la sustitucién de la denticion primaria por la
permanente alteran en gran medida los habitats microbianos, los cuales, a su vez,
pueden dar lugar a cambios de constitucion de la poblacién microbiana en las diferentes
fases de la vida de las personas. La estructura filogenética microbiana varia con el
envejecimiento, por lo que la microbiota oral se debe definir con base en la edad y
nichos orales (33).

Las especies del género Streptococcus se encuentran en una alta proporcién en
tejidos blandos, saliva y en la lengua. Las especies del género Actinomycesse se
encuentran a nivel supragingival e infragingival y en fisuras de la lengua. Otras
bacterias como Veillonella parvula y Neisseria pueden ser aisladas en todos los habitats
orales. También puede existir colonizacién intracelular en células epiteliales de la
cavidad bucal por complejos bacterianos constituidos por Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia (33).
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Estudios poblacionales han utilizado técnicas gendémicas del gen 16S rRNA y
han confirmado que los principales phylum aislados en la cavidad oral son Firmicutes,
Proteobacteria, Bacteriodes, Actinobacteria y Fusobacteria. También se ha determinado
que los géneros bacterianos presentes en ella son Streptococcus, Actinomyces,
Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Treponema, Neisseria,
Haemophilus, Eubacterias, Lactobacterium, Capnocytophaga, Eikenella, Leptotrichia,
Peptostreptococcus, Staphylococcus y Propionibacterium, siendo los méas frecuentes
Prevotella, Selenomonas y Streptococcus. Este ultimo se ha reportado como el
preponderante a nivel de esta cavidad y se han diferenciado mas de 16 especies de
esta bacteria, las mas frecuentes S. mutans, S. intermedius, S. oralis y S. sanguinis
(34).

Mientras que el bacterioma oral estd cada vez mejor caracterizado, el
microbioma o microbioma flungico es un bioma nuevo y poco reconocido. Sin embargo,
estudios recientes basados en el ADN del microbioma oral, han revelado una gran
cantidad de especies fungicas como potenciales residentes orales. Considerando un
enfoque de pirosecuenciacion, estudio histérico que perfila el microbioma oral sano
«basal» se identificaron 85 géneros y mas de 100 especies de hongos comensales
diferentes (31).

2.6.1 Mucosa bucal

La microbiota de la mucosa bucal esta constituida, salvo en las encias y los
labios, casi exclusivamente por cocos grampositivos anaerobios facultativos y, en
especial, por Streptococcus viridans. Los labios, al representar una zona de transicion
de piel a mucosas, estaran colonizados por una microbiota cutdnea como
Staphylococcus epidermidis y por especies de los géneros Kocuria y Micrococcus;
ademas, se detectan también abundantes Streptococcus viridans procedentes de la

saliva y el dorso de la lengua debido la accién del humedecimiento labial (33).
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En la mucosa yugal predominan también los Streptococcus viridans, destacando
Streptococcus mitis; le siguen en frecuencia Streptococcus sanguis y Streptococcus
salivarius; también se aislaran otros microorganismos presentes en la saliva. En el
paladar duro existe una microbiota estreptocdcica similar a la de la mucosa yugal. En el
paladar blando aparecen bacterias propias de las vias respiratorias altas como especies
de Haemophilus, Corynebacterium y Neisseria, Streptococcus pyogenes Yy
Streptococcus viridans. La microbiota de la encia esta intimamente relacionada con la
de la placa coronal lisa en la unidon dentogingival y con la de localizacion subgingival
(33).

2.6.2 Superficies dentarias

Géneros como Campylobacter, Granulicatella, Kingella, Leptotrichia vy
Streptococcus (especialmente Streptococcus sanguinis) se han asociado con dientes
libres de caries en preescolares y escolares. También se detectd alta frecuencia de
Haemophilus parainfluenza, Gemella haemolysans, Slackia exigua, y las especies
Rothia (33).

La composiciéon de la microbiota del diente esta influenciada no solo por la
ubicacion del diente dentro de la boca y la proximidad al flujo salival de conductos
cercanos, sino también por la anatomia y la fisiologia de la superficie del diente y la
encia circundante (33).

2.6.3 Surco gingival

Los anaerobios obligatorios como la Fusobacterium, Prevotella y Treponema
residen principalmente en grietas gingivales o bolsas periodontales donde el ambiente

es anaerobico.
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En los surcos gingivales sanos (menos de 4 mm de profundidad), predominan
Proteobacterias, en particular el gammaproteobacteriae de género Acinetobacter,
Haemophilus y Moraxella. Dentro del filo Firmicutes, la clase bacilos que comprende
género Streptococcus, Granulicatella y Gemella se asocian a estados de salud. Estos
géneros se pueden considerar simbiontes, que también regresan a las bolsas
periodontales en alta proporcion después de los tratamientos periodontales en alta
proporcion después de los tratamiento de periodoncia. Se ha demostrado en diversos
estudios la gran abundancia de Treponema denticola junto con Porphyromona gingivalis
y Tannerella forsythia en la capa superior del biofilm. Fue sorprendente encontrar
Treponema denticola y Porphyromona gingivalis colonizando en estrecha proximidad, lo

que indica algun tipo de dependencia metabdlica (33).

Las incidencias de Actinobacillus, Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter en
surco gingival durante el embarazo son significativamente mayores que en las mujeres
no embarazadas, mientras que Prevotella intermedia y Fusobacterium nucleatum no
cambian. Las especies de Candida se detectan con mayor frecuencia durante el

embarazo (33).

2.6.4 Lengua

El biofilm que se forma en la superficie de la lengua, aproximadamente el 45 %,
son cocos grampositivos anaerobios facultativos, destacando sobre los demas
Streptococcus salivarius, seguido de Streptococcus mitis, Streptococos del grupo milleri
y es frecuente la deteccién de Streptococcus mucilaginosus; le siguen en proporcion los
cocos gramnegativos anaerobios estrictos (aproximadamente el 16 % de diversas
especies de Veillonella) y bacilos grampositivos anaerobios facultativos (en torno al
12 %, fundamentalmente Actinomyces spp), en menor proporcion pueden detectarse
diversas especies pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Neisseria, Fusobacterium

y Haemophilus (33).
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° En el dorso de la lengua se presentan varias especies de Streptococcus,
como Streptococcus mitis, Streptococcus australis, Streptococcus parasanguinis,
Streptococcus salivarius, Streptococcus sp clon FP0O15, y Streptococcus sp clon

FNO51, Granulicatella adiacens y Veillonellas spp.

) En la superficie lateral de la lengua predominan Streptococcus mitis,
Streptococcus mitis bv, Streptococcus sp clon DPO009, Streptococcus sp clon
FNO51, Streptococcus australis, Granulicatella adiacens, Gemella hemolysans y

Veillonellas spp.

2.6.5 Materiales artificiales

La composicién de bacterias en componentes protésicos no es la misma que en
las piezas naturales de cada persona, es variable. Las bacterias que mas se
encuentran en la cavidad bucal de personas con proétesis es Prevotella y Veionella,

especies que se encuentran en los pacientes con estomatitis protésica (35).

Kumar y otros (36) demuestran que los microorganismos presentes en la placa
subgingival de pacientes con periodontitis también pueden sobrevivir en la zona de
implantes, prevaleciendo los Streptococcus salivarius y Streptococcus sanguis. Cuando
sucede una periimplantitis, en estos casos la dominan diversas bacterias anaerobias
gramnegativas como Fusobacterium nucleatum, Staphylococcus sp, Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, Helicobacter pylori y Tannerella forsythia (35).

2.7 Microbioma 16 S

Para poder comprender el microbioma 16S, es importante comenzar con la idea
de que el ribosoma es una organela celular compleja. Esta compuesta por dos

subunidades: una pequeiia y otra grande.
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El ribosoma procariotico esta compuesto por dos subunidades, la menor se
denomina 30S y la mayor 50S. La subunidad 30S contiene una molécula Unica de
ARNr, denominada ARNr 16S y 21 proteinas diferentes (numeradas desde S1-S21,
donde S procede de small) [37], mientras que la subunidad 50S contiene una molécula
de ARNr 23S y 34 proteinas (L1-L34; L, large) (37), y otra 5S ARNr ("38).

Ribosoma Subunidades Macromoléculas ‘
bacteriano ‘

34 proteinas
O /
23S |
—_ ~ 2aRNT — |
50S B
708

58

ey ¥ 21 proteinas
C |

\
1
30S ARBNr ——— 16S

Figura 12. Ribosoma bacteriano
Fuente: Rodicio, MR., Mendoza, MC. (2004).

2.7.1 ARNr 16S

El ARN ribosomal (ARNr) el 16S actualmente se utiliza para obtener informacion
correspondiente a la taxonomia y filogenia de las especies bacterianas (37). Hoy en dia
se dice que se han encontrado mas de 700 biotipos de comunidades bacterianas

orales.

Es un polirribonucledétido de aproximadamente 1 500 nt, también denominado ADN
ribosomal 16S (ADNr 16S). Esta compuesto por regiones conservadas y variables, las
tltimas, denominadas de V1-V9, constituyen la base para la clasificacion taxonomica.

En este proyecto se estudio la region V3-V4.
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Figura 13. Estructura ARNr 16S
Fuente: Arena, M., Chiappa, F. (2017).

El analisis de la secuencia de ARNr 16S de diferentes grupos filogenéticos permite
que se conozca la secuencia de las regiones variables propias de bacterias especificas
gue se conocen como secuencias firma. Se trata de secuencias especificas cortas que
aparecen en todos, o en la mayor parte, los miembros de un determinado grupo
filogenético y nunca, o raramente, estan presentes en otros grupos, incluidos los mas
proximos. Por ello, las secuencias firmas pueden utilizarse para identificar a cada

bacteria dentro de su propio grupo (37).

El resultado de la secuenciacion del ARNr 16S, se debe comparar con las
secuencias de referencia para observar si presentan alguna relacion con el genoma en
estudio (37). Los datos de este se analizaron frente a la base de datos Greengenes,
disponible en la nube para los usuarios de lllumina. Esta base de datos se encarga de
una alineacién de secuencia multiple que contiene genes de ARNr del microbioma 16S
tanto arqguea como bacterianos, esto facilita la colocaciéon taxondémica (39). Todo este

proceso ayuda a construir relaciones filogenéticas e identificacion bacteriana.

Anteriormente, la secuenciacién del ARNr 16S se hacia mediante Sanger, en la
actualidad se hace mediante la NGS: Next Generation Sequencing, por medio de la
cual se obtienen secuencias mas largas y confiables que han ayudado al avance de la

metagenomica (40).
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Actualmente, las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS) han
impulsado rapidamente el campo de la gendémica, haciendo que la identificacion de un
gran numero de genomas sea en corto tiempo. La ventaja de las NGS es que puede
realizar millones o billones de lecturas durante el proceso y tienden a ser secuencias de
longitud mas corta. Este tipo de secuenciacion también se puede utilizar para el estudio

de microorganismos patdégenos, mecanismos de resistencia a antibiéticos (41).

La secuenciacién de novo es cuando no se presenta un genoma de referencia. Se
utiliza solo la informacién obtenida de la secuenciacion para reconstruir el genoma, sin

conocimiento previo de su organizacion (41).
2.8. Dafio Molecular: Familias afectadas del presente estudio
2.8.1 Genograma |: Familia 001

Fenotipo: Hipoplasico

Mutacion génetica: FAM20A es un miembro de la familia de tres proteinas
homologas: A, B y C. Es una serin quinasa secretora atipica, relacionadas con la

biomineralizacion (17)

Se da una sustitucién de una timina por una citosina de la posicion 988 en el exén
7 y duplicacion del exén del 1 al 4 de la FAM20A.

Patron de herencia: Autosémico recesivo

Figura 14. Genograma Familia 001
Fuente: Elaboracion propia, 2018
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En la familia nGmero 001 se identific6 una mutacién en la proteina FAM20A con un
fenotipo hipoplasico. Con un patron de herencia autosomico recesivo, la familia esta
constituida de padre y madre cuyo fenotipo no se encuentra afectado; ademas, por dos

hijos, una mujer no afectada y un hombre afectado de amelogénesis imperfecta
producto de la mutacion en la FAM20A.

Figura 15. Fotos intraorales sujeto 01
Fuente: Elaboracion propia, 2018
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Las mutaciones bialélicas de la FAM20A causan dos afecciones dentro de las
cuales una de ellas es la amelogénesis imperfecta y el sindrome de fibromatosis
gingival, ambos desordenes implican amelogénesis imperfecta tanto en la denticion
primaria como en la secundaria, también se presentan con diferentes grados de

hiperplasia gingival, retraso en la erupcion dental y calcificacion pulpar.

Un fenotipo oral distintivo se comparte en ambas condiciones (17), para poder
identificarlo se realiza la secuenciaciéon de Sanger de FAM20A en casos con ese
fenotipo y se identifica dos probandos con mutaciones heterocigéticas individuales, que

son patogenas.
2.8.2 Genograma ll: Familia 002
Fenotipo: Hipoplasico

Mutacién genética: Amelotina (AMTN), deleccién completa de exones 3, 4,5y 6
de la AMTN

Patron de herencia: Homocigota dominante

Figura 16. Genograma Familia 002
Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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En el genograma aparecen sombreados los miembros de la familia afectados.

La familia se caracterizé por una Al hipomineralizada generalizada con alguna
hipoplasia que afectaba a todos las piezas dentales. Las cualidades de Al en este grupo
constan de tener una pérdida de esmalte poseruptiva con retencion de una delgada
banda de esmalte en el margen cervical. En el examen clinico de los dientes, los tres
miembros de la familia heterocigotos para la mutacion mostraron una IA

hipomineralizada.

Figura 17. Fotos Intraorales
Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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Se ha demostrado que la amelotina (AMTN) esta restringida a la lamina basal de
los ameloblastos en etapa de maduracion, la estructura que une los ameloblastos con el
esmalte en desarrollo. Los estudios constatan que la AMTN promueve la precipitacion
de cristales de hidroxiapatita (HA), la cual desempefia un papel fundamental en la
compactacion final de la capa de superficie de esmalte aprismatica durante la etapa de

maduracion de la amelogénesis (16).

La amelotina se encuentra predominantemente en el esmalte dental durante la
etapa de maduracion de la amelogénesis y en niveles relativamente bajos en el epitelio
de la unién gingival después de la erupcion dental. Esta proteina secretada se localiza
en la interfaz entre la superficie del esmalte y los ameloblastos, las células formadoras
de esmalte, en la etapa de maduracion y es una proteina de matriz de esmalte Unica

con una capacidad notable para promover la mineralizacion de fosfato de calcio (42).

Algunos estudios indican que la proteina de esmalte AMTN es un potente
promotor de la mineralizacion de fosfato de calcio, por lo cual es de importancia en el
establecimiento de la capa de esmalte superficial aprismatica y compacta porque su
expresion coincide con su formacién. Debido a que la capa mas superficial de esmalte
es la interfaz directa con la cavidad oral, el esmalte de superficie esta colonizado por
biopeliculas microbianas y es el sitio inicial para la formacién de placa dental, caries y
erosion altamente prevalentes. Este hallazgo puede tener implicaciones directas para el

desarrollo de estrategias preventivas o restaurativas para el esmalte dental (42).



2.8.3 Genograma lll: Familia 003
Fenotipo: Hipomineralizado
Mutacién: No se conoce

Patron herencia: Autosémico recesivo

[ ]

-

Figura 18. Genograma Familia 003
Fuente: Elaboracién propia, 2018.

Figura 19. Fotos intraorales
Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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En la familia nimero 003 no se ha identificado la mutacion de la proteina afectada,
la cual presenta un fenotipo hipomineralizado con un patron de herencia autosémico
recesivo. La familia consta de padre (fallecido) y madre cuyo fenotipo no se encuentra
afectado, ademas esta compuesta por tres hijos varones, de los cuales solo uno es el

miembro portador de amelogénesis imperfecta (Figura 18).

2.8.4 Genograma IV: Familia 004
Familia 004
Fenotipo: Hipoplasico
Mutacion Genética: Ameloblastina (AMBM)

Patréon de herencia: Autosémico recesivo

<) 2 (%]
b - "3 3]

N1 N2
150401218 1%02a97
015 018
éﬂu ‘om ‘om ‘m &m &w
v v2 vi V4 V5 ve
8840 193511219871024 1999824 20015086 2002A 2%
‘99014 003 004 005 M3 212

Figura 20. Genograma Familia 004

Fuente: Archivos Proyecto N.° 440-B2-334 Al. Identificacion de familias costarricenses y posibles
determinantes genéticos. Dra. Gina Murilo Knudsen, 201-2016.
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En la familia numero 004 se identific6 una mutacion en la proteina ameloblastina,
con un fenotipo hipoplasico y un patron de herencia autosémico recesivo. La familia
consta de padre y madre cuyo fenotipo no se encuentra afectado; ademas, este grupo
posee una doble consanguineidad de primos segundos, esto esta representado en el
genograma mediante la doble linea en los pacientes N1 y N2. Esta compuesta por seis
hijos, cuatro mujeres y dos hombres, de los cuales tres mujeres estan afectadas por

amelogénesis imperfecta producto de la mutacién en la ameloblastina (AMBM).

Figura 21. Fotos intraorales
Fuente: Elaboracion propia, 2018.



48

A la ameloblastina se le conoce también con el nombre de amelina y es una
proteina esencial en la formacion del esmalte dental. Ha sido identificada y aislada del
cromosoma 4921 entre los marcadores D4S409 Y D4S400. Su mutacion ha sido

identificada en la expresion de la amelogénesis imperfecta de tipo hipoplasico.

Existen estudios de hibridacion en los cuales se ha demostrado que la
ameloblastina se expresa en niveles altos por los ameloblastos, las células encargadas
de producir esmalte y una moderada expresion en la vaina epitelial de Hertwig y una
presencia transitoria en los preodontoblastos. Asimismo, otros estudios sobre
inmunohistoquimica han demostrado que en el ameloblasto hay una intensa
concentracion de amelina en el citoplasma y en el proceso de Tomes de los

ameloblastos secretores (42).

Aungue no estd completamente entendida la funcion de las ameloblastinas,
numerosos estudios han mostrado que la ameloblastina regula la diferenciacion
ameloblastica y se cree que controla y promueve la mineralizacion y elongacién de los

cristales de hidroxiapatita en el esmalte durante el desarrollo dental (39).

La AMBN es la segunda proteina mas abundante en la matriz del esmalte,
después de la amelogenina. Se han efectuado estudios en ratones en los que se ha
visto que presentan una pobre calidad de esmalte dental, esto se debe principalmente a
una deleccién de los exones 5 y 6 AMBN y una sobreexpresion de la AMBN. Sin
embargo, a diferencia del AMELX, no se ha reportado una enfermedad que cause
variantes en la AMBN (35).
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2.8.5 Genograma V: Familia 005
Familia 005
Fenotipo: Hipoplasico
Mutacion Genética: LAMB3

Patron de herencia: Autosémico recesivo

Figura 22. Genograma Familia 005
Fuente: Elaboracién propia, 2018.

En la familia nUmero 005 se identific6 una mutacion en la proteina LAMB3, con un
fenotipo hipoplasico. Con un patron de herencia autosémico recesivo. La familia consta
de padre y la madre afectada; se compone, ademas, de tres hijos, dos varones y una

mujer en donde solo un varén mayor en edad se encuentra afectado.

Figura 23. Fotos intraorales
Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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El gen LAMB3 es una subunidad de una proteina llamada laminina 332. La
laminina 332 se compone de tres subunidades: alfa, beta y gamma. El gen LAMB3

contiene la subunidad beta (43).

La proteina laminina 332 es una de las encargadas del desarrollo dental, es por
€S0 que se encuentra como una mutacion en la amelogénesis imperfecta y también en

casos de epidermdlisis bullosa de la unién (43).



CAPITULOII
MARCO METODOLOGICO
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3. Metodologia

El presente es un estudio de casos en el cual se utilizd6 un estudio metagendmico
de secuenciacién de proxima generaciéon (NGS, por sus siglas en inglés). Este se
realiza, comunmente, mediante el analisis del gen que codifica para el ARN de la
subunidad pequefia 30S del ribosoma bacteriano, denominado 16S procariético. El
protocolo describe el método para preparar las muestras y secuenciar las regiones
variables V3 'y V4 del gen 16S del ARNr. El sistema es capaz de secuenciar 96 librerias
(comunidades bacterianas completas de 96 muestras diferentes). Los criterios de
inclusion fueron familias costarricenses afectadas por amelogénesis imperfecta, por lo
tanto, con un solo miembro de la familia afectado, ya forman parte del estudio. No se

contaron con criterios de exclusion.

3.1 Recoleccion de las muestras

Se utilizaron 16 sujetos de investigacion pertenecientes a cinco familias
costarricenses afectadas de amelogénesis imperfecta. Entre las familias seleccionadas
siete pacientes fueron diagnosticados con la condicion, los nueve restantes se
encontraron sanos. A los 16 sujetos se les entregd un tubo coénico de polipropileno
(plastico no toxico de alta resistencia) con 20 ml de Listerine® (enjuague bucal) diluido
con 1:2 de agua desionizada, estéril y se les solicitd realizar un Unico enjuague fuerte,
movilizando fuertemente el liquido por toda la boca y entre los dientes. Se pretendia
obtener una muestra fiel del contenido bacteriolégico, por lo que no se le pidi6 que se

cepillara o enjuagara los dientes antes, pues modificaba la muestra.

Después de 30 segundos de enjuague, se les solicitdé depositar el enjuague

nuevamente en el tubo, verificando que este estuviera correctamente rotulado.

Los enjuagues se guardaron en refrigeracion hasta su procesamiento.
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3.2 Extraccion del ADN a partir del enjuague bucal

Cada muestra de enjuague se centrifugd a 1 800 g por 30 minutos, a 4 °C. Se
descartd el sobrenadante y el boton que contiene células epiteliales y microorganismos
orales, se lavd dos veces con 25 ml de solucion salina fosfatada (PBS). Después de los
dos lavados, se resuspendio el boton en 1 ml de bufer de lisis, al que se le agrego 25 ul

de proteinasa K (10 mg/ml) y se incub6 toda la noche en bafio de agua a 56 °C.

Al dia siguiente, se agreg6é a cada tubo 1 ml de NaCl 3M e inmediatamente
después 2 ml de cloroformo-alcohol isoamilico (25:1). Los tubos se agitaron en vortex,

por al menos 3 minutos. Se volvieron a centrifugar a 1 800g a 4 °C por 15 minutos.

Después de la centrifugacion, se forman dos fases: una acuosa en la parte
superior y otra organica en la inferior que contiene el cloroformo-alcohol isoamilico. La
fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo de 50 ml, se aseguré no arrastrar la interfase
blanca, pues contiene todos los detritos celulares y restos de proteinas digeridas por la

proteinasa K. A este nuevo tubo se le agrego 2,5 volumenes de etanol absoluto.

El tubo se invirti6 varias veces de forma suave hasta obtener el precipitado de
ADN. Este se removié del tubo usando una punta de pipeta de boca ancha y se coloco
en un microtubo que contenia 1 ml de etanol 70° y se incubd toda la noche a
temperatura ambiente, con el fin de permitir la disolucién de la sal usada para la

precipitacion del ADN.

Al siguiente dia, se centrifugaron los tubos en una microcentrifuga durante 10
minutos a 10 000 g. Se decanto el etanol y los botones de ADN se dejaron secar con la
tapa abierta en incubadora a 37 °C para eliminar el alcohol. EI ADN total se resuspendio
en 200 ul de tampo6n TE pH 7.4 y se volvié a incubar toda la noche a 37 °C. Por ultimo,
se agitd en vortex, se cuantificO por espectrometria en un NanoDrop 2000 y se

almaceno en el refrigerador a 4 °C hasta su uso.

Posterior a la extraccion del ADN del enjugue bucal de las bacterias y células
epiteliales, se procedid a realizar la amplificacion de cada muestra de las familias de

acuerdo con el siguiente protocolo:
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e Primera amplificacién: Primero se agregan los primers V3 y V4 al ADN, para
realizar el primer PCR en cada muestra. Ademas, se coloca la mezcla maestra de la
enzima Platinum SuperFi (ADN Polimerasa), Invitrogen, (enzima de alta procesividad
gue genera una copia del ADN 100 veces mas fiel que una polimerasa regular y posee
capacidad de correccion, es decir, actividad exonucleasa 3" a 5. Adicionalmente,
incluye un reactivo potenciador, para mejorar la amplificacion de regiones de dificil
desnaturalizacion (G-C ricas) y agua en los tubos de PCR. Este proceso tarda alrededor

de una hora, dependiendo del termociclador que se use.

Las secuencias especificas del gen utilizadas en este protocolo apuntan a las
regiones 16S V3y V4.

Las secuencias de nucleétidos sobresalientes se agregan a las especificas del
gen, la longitud completa; secuencias de cebadores, utilizando la nomenclatura de

nucleotidos IUPAC estandar, para seguir el protocolo.
Los objetivos de esta region son:
- 16S Amplicon PCR Forward Primer = 5'
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG
- 16S Amplicon PCR Reverse Primer = 5'

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAA
TCC

En la Tabla 3 se ejemplifican las letras que no corresponden a los nucleotidos
usuales. Este tipo de primers se conocen como «primers degenerados» y se usan asi
con el fin de que puedan reconocer todas las variantes del 16S que puedan presentar

las diferentes bacterias.
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Tabla 3.
Tabla IUPAC de codigo nucleétidos
IUPAC nucleotide code Base
A Adenina
C Citosina
G Guanina
T (or U) Timina (o Uracilo)
W AorT
H AorCorT
\% AorCorG
N Cualquier base
. or - gap
Fuente: Elaboracion propia, 2018.
e Reaccion de amplificacion:
Tabla 4.
Volumenes para la reaccién de amplificacion
Volumen
ADN microbiano (5 ng/ul) 2.5 ul
Amplicon PCR Forward Primer 1 uM 5ul
Amplicon PCR Reverse Primer 1 uM 5ul
2x Platino SuperFi Master Mix 12.5 pl
Total 25 pl

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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e Programa de amplificacién
95 °C por 3 minutos
25 ciclos de:
95 °C por 30 segundos
55 °C por 30 segundos
72 °C por 30 segundos
72 °C por 5 minutos
Infinito a 4 °C

e Analisis de los fragmentos 16 S amplificados: Mediante un QlAxcel Advanced
Instrument se analizé 1 ul del producto, con el fin de verificar el tamafio del amplicon.
Usando los primers para amplificar los fragmentos V3 y V4, el tamafio del producto del
PCR debe ser de ~550 bp.

e Limpieza de los productos de la primera PCR: Este paso consiste en quitar
todos los reactivos no consumidos, primers y dimeros de primers, dejando Unicamente
el ADN que ha sido amplificado. En este proceso se usan unas particulas magnéticas
muy pequefias conocidas como AMPure XP beads que funcionan adhiriendo el ADN

gue las esta cargado negativamente.

Se mezclan en vortex 30 segundos para que queden uniformemente dispersas. Se
agregan 20 uL de perlas a cada tubo y se agitan a 1.800 rpm por 2 minutos, en un
agitador Eppendorf™ MixMate ™.

- Se incuban a temperatura ambiente por 5 minutos.

- Luego, los tubos se colocan en un magneto y las perlas cargadas con el ADN se
adhieren a la parte lateral y al fondo del tubo, lo que permite remover todos los
reactivos empleando una pipeta multicanal.

- Posteriormente, las perlas se lavan con 200 uL de etanol al 80 %, recién preparado.

- Se incuba en el magneto por 30 minutos a temperatura ambiente.

- El lavado con etanol al 80 % se repite otra vez, asegurandose de remover todo el
alcohol.
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- Se dejo secar a temperatura ambiente por 10 minutos en el magneto.

- Se remueve la placa del magneto y agrega 52,5 uL de bufer de elucion, para separar
el ADN de las perlas, agitar a 1 800 rpm por 2 minutos en el Eppendorf™ MixMate ™,
se incuba a temperatura ambiente por 2 minutos. Se coloca de nuevo en el magneto
por 2 minutos.

- Usando una pipeta multicanal, se retira cuidadosamente 50 uL de la elucién y se
coloca en una placa nueva de 96 pozos. Se cambié las puntas de la pipeta, para

evitar contaminacion de las muestras.
—  En este punto, se puede parar el proceso.

e Colocacion de indices: Se agrega 5 uL del ADN, eluido en el paso anterior, en
tubos nuevos o0 en una placa nueva de 96 pozos. Los 45 uL restantes se pueden
guardar para otros usos. Los indices son dos secuencias cortas de oligonucleétidos
diferentes para identificar cada muestra. Uno de los dos indices se puede repetir, pero

el otro no (Tabla 5).

Con esto se puede conocer individualmente todas las bacterias contenidas en una
muestra. Los tubos blancos son ocho y se colocan verticalmente alineados en filas de la
A ala H, y los anaranjados son 12 colocados horizontalmente y alineados en columnas
dela 1 ala 12 (Figura 24).

A Index 2 primers (white caps)

B Index 1 primers (orange caps)
C 96-well plate

Figura 24. Biblioteca de Secuencias Metagenémicas 16S
Fuente: Guia de preparacion para secuencias metagendmicas 16S. (2018).
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Set de indices
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index 1 (i7) Secuencia index 2 (i5) Secuencia
N701 TAAGGCGA S501 TAGATCGC
N702 CGTACTAG S502 CTCTCTAT
N703 AGGCAGAA S503 TATCCTCT
N704 TCCTGAGC S504 AGAGTAGA
N705 GGACTCCT S505 GTAAGGAG
N706 TAGGCATG S506 ACTGCATA
N707 CTCTCTAC S507 AAGGAGTA
N708 CAGAGAGG S508 CTAAGCCT
N709 GCTACGCT

N710 CGAGGCTG

N711 AAGAGGCA

N712 GTAGAGGA

Fuente: Elaboracion propia, 2018.
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e Sistema dual de indices: Los indices se agregan mediante otra reaccion de

PCR, siguiendo las indicaciones que se explican a continuacion:

Tabla 6.
Volumenes para reaccion de PCR

Volumen
ADN 5 ul
Nextera XT Index Primer 1 (N7xx) 5ul
Nextera XT Index Primer 2 (S5xx) 5ul
2x Platino SuperFi Master Mix 25 pl
Agua grado PCR 10 pl
Total 50 pl

Fuente: Elaboracién propia, 2018.

El PCR se realiza mediante el siguiente programa de amplificacion:

95 °C por 3 minutos
8 ciclos de:

95 °C por 30 segundos
55 °C por 30 segundos
72 °C por 30segundos

72 °C por 5 minutes

Infinito a 4 °C
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e Limpieza de los productos de la segunda PCR: Se realiz6 de la misma manera
que el primer lavado, usando el volumen total de la reaccion, es decir 50 uL y se

agregaron 40 uL de perlas AMPure. El resto del proceso es igual al anterior.

Después de remover la placa del magneto y agregar 27,5 uL de bufer de elucién
(27.5 ul of 10 mM Tris pH 8.5) a cada pozo, para separar el ADN de las perlas. Se agitd
a 1 800 rpm por 2 minutos en el Eppendorf™ MixMate™, se incuba a temperatura
ambiente por 2 minutos. Se colocé nuevamente la placa en el magneto y usando una
pipeta multicanal se retir6 cuidadosamente, 25 uL de la elucion y se coloc6 en una
placa nueva de 96 pozos. Se cambio las puntas de la pipeta, para evitar contaminacion

de las muestras.
— En este punto, se puede parar el proceso.

e Validacion de la libreria: Correr 2 pl de una dilucién 1:5 de la libreria final en el
QIAxcel para verificar el tamafio de los productos de la PCR con los indices. Usando

primers V3 'y V4, el tamafio esperado es ~630 bp.

e Fase Final: Cuantificacion, normalizacion y mezcla de todas las muestras:
llumina recomienda cuantificar las librerias mediante métodos fluorométricos que usan

agentes intercalantes en la doble hebra del ADN amplificado.

La concentracién del ADN se calcula en nanomolar (nM) con base en el tamafio

de los amplicones, mediante la siguiente ecuacion:

(concentracion en ﬂ) .
= X 108=concentracion en nM

600%3( promedio del tamaiio de la libreria

Por ejemplo:

ng
15_1
— X 10° = 45 nM
660 —— x 500
mol
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Cada muestra se debe ajustar a una concentracion de 10 nM. Todas las muestras

se mezclan usando 5 uL de cada una.

- Se procedio a realizar una dilucion 1:2 de la mezcla total: 10 uL de la mezcla + 10 uL
de NaOH, 0.2 N. Esto implica que la mezcla queda ahora a 5 nM.

- Se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente, para permitir la desnaturalizacion
del ADN.

- Se agregaron 20 uL de bufer EB (10 mM Tris pH 8.5), dejando la solucién a 2,5 nM.

- En un tubo que contiene 997,6 uL de HT1 (Hibridization Buffer) se agreg6 2,4 uL de
la mezcla de muestras, lo que deja la concentracién a 6 pM.

- Se retird 250 uL a esta preparacion y se agreg6 250 uL del PhiX (control interno para
mitigar los cambios en las bibliotecas desbalanceadas y poco diversas) diluido a 6
pM.

- De la muestra final se cargd 600 ul en el cartucho de corrida que contiene todos los
reactivos para la secuenciacion de todos los ADN contenidos en cada muestra

colectada.
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Antes de iniciar la corrida se debe crear una hoja de trabajo para el equipo (Tabla 7)

Tabla 7.
Hoja de trabajo para el equipo utilizado
IEMFileVersion 4
Date 7/16/2018
Workfl ow Metagenomics
Application Metagenomics 163 rRNA
Assay Nextera XT
Description
Chemistry Amplicon
[Reads]
301
301
[Settings]
Adapter CTGTCTCTTATACACATCT
[Data]
Sample_ID Sample_Name

1 Al-01

2 Al-02

3 Al-03

4 Al-04

5 Al-05

3] Al-06

7 Al-07

3 Al-08

9 Al-09

10 Al-10

11 Al-11

12 Al-12

13 Al-13

14 Al-14

15 Al-15

16 Al-16

101 Zymo-positivo

Fuente: Elaboracion propia, 2018.

I7_Index_ID
N701
N702
N703
N704
N705
N706
N707
N7038
N709
N710
N711
N712
N701
N702
N703
N704
N706

index

TAAGGCGA
CGTACTAG
AGGCAGAA
TCCTGAGC
GGACTCCT
TAGGCATG
CTCTCTAC
CAGAGAGG
GCTACGCT
CGAGGCTG
AAGAGGCA
GTAGAGGA
TAAGGCGA
CGTACTAG
AGGCAGAA
TCCTGAGC
TAGGCATG

I15_Index_ID
S502
3502
8502
5502
5502
3502
3502
S502
5502
S502
3502
3502
8503
5503
S503
3503
3517

index?2
CTCTCTAT
CTCTCTAT
CTCTCTAT
CTCTCTAT
CTCTCTAT
CTCTCTAT
CTCTCTAT
CTCTCTAT
CTCTCTAT
CTCTCTAT
CTCTCTAT
CTCTCTAT
TATCCTCT
TATCCTCT
TATCCTCT
TATCCTCT
GCGTAAGA

El sistema Illumina demora alrededor de 60 horas en secuenciar una celda V3 de

600 ciclos.



CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Caracterizacion de las bacterias en familias con amelogénesis imperfectas:
2018

El objetivo del presente estudio fue describir el microbioma oral de los miembros
de las familias afectadas con amelogénesis imperfecta mediante un analisis del gen
16S por secuenciacién de proxima generacion (NGS), en un proyecto conjunto de la
Facultad de Odontologia y el Centro de Investigacién en Biologia Celular y Molecular
(CIBCM) de la Universidad de Costa Rica.

Las técnicas estadisticas utilizadas para el andlisis de la informacién son las
distribuciones de frecuencia, cruce de variables, comparacion de medias con base en el
andlisis de variancia. El nivel minimo de confianza para las comparaciones fue del
95 %. Para el procesamiento estadistico de los datos se disefié una base de datos

creada en Excel, en SPSS version 13.0.

Las técnicas de analisis de datos son el andlisis de variancia, con el fin de probar
la siguiente hipotesis:

Ho: Los promedios en las poblaciones son iguales
Hi: Al menos uno de los promedios es diferente

Cuando se trate de dos distribuciones de variables nominales y ordinales se
utilizara la prueba de homogeneidad de distribuciones basada en el estadistico de
Kolmogorov — Smirnov?, o bien con la prueba U de Mann Whitney cuando no se

cumplan los supuestos para utilizar pruebas estadisticas paramétricas.

4.2 Caracteristicas de las familias

Se estudiaron cinco familias que sumaron 16 personas con edades entre los 4 y
25 afios; el 65 % eran hombres. Se encontraron con 7 personas afectadas (38 %) con
edades entre los 8 y 22 afios, de los cuales son 4 hombres y 3 mujeres. En afos
anteriores se han estudiado alrededor de 16 familias en las que se han encontrado las

mutaciones descritas (Tabla 8).

1 Kolmogorov-Smirnov Z es la prueba estadistica que permite probar si dos grupos provienen de poblaciones que tienen la
misma distribucion.



Tabla 8.

Informacién de familias en estudio

Mutacion Patron de Herencia
Ameloblastina (AMBN) Autosdmico recesivo
Amelotina (AMTN) Autosémico dominante
FAM20A Autosomico recesivo
LAMB3 Autosoémico dominante
No reportado No reportado

Fuente: Elaboracién Propia, 2018.

4.3 Caracteristicas de los géneros de bacterias

Fenotipo
Hipopléasico
Hipopléasico
Hipoplasico
Hipoplasico

Hipomineralizado
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Familia

Se clasifico un promedio de 333 géneros de bacterias sin que se encontrara diferencia

estadisticamente significativa entre los afectados y los no afectados (p = 0,895) ni entre las

familias (p = 0, 965); un 9 % de los géneros no fueron clasificados, independientemente de

la afectacion (p = 0,149) ni entre las familias (p = 0,118). Los géneros que se manifestaron

con mayor numero de pacientes fueron el Streptococcus, Prevotella, Neisseria y

Haemophillus. EI género mas abundante, segun el orden de importancia, es el

Streptococcus, seguido de la Prevotella, la Neisseria y, por ultimo, la Actinomices, que se

encuentra en 7 de los participantes, aungue la posibilidad de producir alguna patologia en

menor que es los anteriores géneros.



Tabla 9.

Presencia y orden de abundancia segun género de bacteria

Presencia y orden de abundancia segin género de bacteria.
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Orden de abundancia

Genero de 1 2 3 4 5 6 T 8 Total

bacteria # % |# % |# W |# % |# W(# % [# % (# W | # %

Streptococcus |13 81.3|12 1251 6,3 16 1000
Prevotella 177 |3 231|3 231 177 3231 |2 154 |13 100,0
Meisseria 110,001 10,04 40,0 2200 (1100 (1 10,0 |10 100,0
Haemophilus 11111111 (2 222|2 222 3 333 |9 1000
Actinomices 7 B7.56 112,56 8 1000
Fusobacterium 1125 |1 1251 125 (3 375 (2 250 |8 1000
Gemella 11252 250 2 25011 125 2250 (8 1000
Rothia 1143 2 286 (3429 (1143 |7 1000
Granulicatella 2667 (1333 |3 1000
Leptotrichia 3 100,0 3 1000
Porphyromonas 1 33,311 333 1333 |3 1000
Mannheimia 1500 [1500 |2 1000
Selenomonas 1 50,0 (1 50,0 2 1000
Actinobacillus 1 1000 1 1000
Alicyclobacillus 1 1000 1 1000
Atopobium 1 100,011 100,0
Megasphaera 1 100,0 1 1000

Fuente: M.Sc. Jaqueline Castillo, estadistica de la Facultad de Odontologia-UCR, 2018.

No se encontrd diferencia estadisticamente significativa en la presencia del género y el

orden entre los afectados (p > 0,005) ni entre las familias (p > 0,05).
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Tabla 10.
Asociacion entre familias y entre los afectados y no afectados con Al

Asociacion entre familias (Kruskal Asociacion entre afectacion (Mann-
Wallis Test) Whitney)
Chi- U
Genero Square gl Sig. Genero MM Z Sig.
Actynomyces 3,000 3 0,392 Actynomyces 3 (0,378) 0,705
Fusobacterium 5,708 4 0222 Fusobacterium 7.5 (0,149) 0,862
Gemella 6,260 4 0180 Gemella 3,5 (1,214) 0,225
Granulicatella 2,000 2 0,368 Granulicatella 0,5 (0,707) 0,480
Haemophilus 2889 4 0577 Haemophilus 6,5 (0,880) 0,379
Leptotrichia - 1 1,000 Leptotrichia 1 - 1,000
Neisseria 5459 4 0243  Mannheimia 0 (1,000) 0,317
FPorphyromonas 2,000 2 0,368 MNeisseria 11,2 (0,2186) 0,829
Prevotella 3,308 4 0,508 Forphyromonas 0 (1,225) 0,221
Rothia 2882 4 0578 Prevotella 16 (0,727) 0,467
Streptococcus 2,714 4 0,607 Rothia 3,5 (0,926) 0,354
5 familias Streptococcus 28,5 (0,467) 0,641
Afectados/no afectados

Fuente: M.Sc. Jaqueline Castillo, estadistica de la Facultad de Odontologia-UCR, 2018.

Con respecto a las especies se clasificd un promedio de 482 especies en las que no
se encontré diferencia estadisticamente significativa entre afectados y no afectados

(p = 0,669) ni entre las familias (p = 0,922); el 35 % de las especies no se clasificaron.



Tabla 11.

Presencia y orden de abundancia segun especia de bacteria

Presenciay orden de abundancia segln especie de bacteria
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Orden de abundancia

Especie de 1 2 3 4 5 6 7 8 Total

bacteria # %|#E Y| # W |# % | # % | # % | # % % # %
Unclz_a\ssmed at 16 100 16 100.0
species level
streptococeus 9 69,2| 3 23,1{1 7,7 13 100,0
tigurinus
Veillonella atypica 6 50,04 33,3|1 8,3 18,3 12 100,0
Neisseria mucosa 5 5561 11,1 1111 1111 11,1 9 100,0
Streptococeus 1 143 1143 | 1143 | 3 429 143 | 7 100,0
vestibularis
Veillonella dispar 1 14,3(1 14,3 3 429 1 143 1 14,3 7 100,0
Gemella cunicula 4 66,7 1 16,7 16,7 6 100,0
Haemophilus 1 16,7 | 3 50,0 33,3 | 6 100,0
parainfluenzae
Mannheimia caviae 1 20,0{1 20,0 1 20,0 2 40,0 5 100,0
Streptococcus 3 60,0 2 40,0 5 100,0
pseudopneumoniae
Gemellas anguinis 1 25,0 1 25,0 50,0 4 100,0
Prevotella histicola 1 25,0 2 50,0 25,0 4 100,0
Prevotella 2 500 | 1250 25,0 4 100,0
melaninogenica
Veillonela 1 25,0 1250 | 1 250 250 | 4 100,0
montpellierensis
Fusobacterium 1 33,3 1 33,3 33,3 | 3 100,0
naviforme
Rothia 2 667 | 1 333 3 100,0
mucilaginosa
Streptococcus 1333 66,7 | 3 100,0
oralis
Veillonella parvula 1 50 1 50 2 100,0
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Orden de abundancia

Especie de 1 4 5 6 7 8 Total

bacteria % % % |# % | # % | # % | # % | # % # %
Actino bacillus
parahaemolyticus 1 1000 1 100,0
,r?q(g;r;c;imyces 1 100,0 1 100,0
Q(')'ﬁ’igfbac'"us 1 100,0 1 100,0
S;Z’;‘::'Scate 1 100,0 1 100,0
Lautropia mirabilis 1 100,0 | 1 100,0
hggtoatgi(i:hla 1 100,0 1 100,0
Leptotrichia wadei 1 100,0 | 1 100,0
Megasphaera
micronuciformis 11000 11000
R':\ZZ‘ZZ?S 1 100,0 1 100,0
o 1 1000 1 100,0
Prevotella
multiformis 1 100,0 1 100,0
Prevotella oris 1 100,0 | 1 100,0
i?glai?(omonas 1 100.0 L 1000
itf;erﬁ)tfgcoccus 1 100,0 1 100,0
Streptococcus 1 100,0 1 100,0
parasanguinis

Fuente: M.Sc. Jaqueline Castillo, estadistica de la Facultad de Odontologia-UCR, 2018.

No se present6 diferencia estadisticamente significativa entre las especies afectacion

(p > 0,05) ni entre familias (p > 0,05).



Tabla 12.
Asociacion entre afectados y no afectados

Asociacion entre afectacion (Mann Whitney)

Especie Valor Z Sig.
Fusobacterium naviforme 1 - 1,000
Gemella cunicula 2,5 (0,822) 0,411
Gemella sanguinis 1 (0,471) 0,637
Haemophilus parainfluenzae 3 (0,500) 0,617
Mannheimia caviae 0 a,777) 0,076
Neisseria mucosa 9 (0,268) 0,788
Prevotella histicola 15 - 1,000
Prevotella melaninogenica 0 (1,633) 0,102
Streptococcus pseudopneumoniae 2,5 (0,333) 0,739
Streptococcus tigurinus 15 (1,056) 0,291
Streptococcus vestibularis 4 (0,402) 0,688
Unclassifiedat speciesleve 31,5 - 1,000
Veillonela montpellierensis 0 (1,342) 0,180
Veillonella atypica 14,5 (0,278) 0,781
Veillonella dispar 1 (1,038) 0,299

Fuente: M.Sc. Jagueline Castillo, estadistica de la Facultad de Odontologia-UCR, 2018.
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4.2 Discusion

Amelogénesis imperfecta es una condicién que se manifiesta en una variacion del
esmalte con manifestaciones clinicas y radiograficas debido a alteraciones genéticas,
donde la estructura adamantina es de pobre desarrollo o ausencia completa del
esmalte, causado por la diferenciacion impropia de los ameloblastos. Esta condicion se
debe a una funcién anormal de los ameloblastos o a una alteracion en el depdsito
estructural y la calcificacion de la matriz del esmalte, causando una variacion en el

grado de mineralizacion de las piezas dentales.

Este es un estudio descriptivo de la comunidad bacteriana, en el cual se da un
primer acercamiento al analisis del microbiota oral en familias bajo estudio, en un
proyecto general de amelogénesis imperfecta. El propdsito se basa en identificar la
posible diferencia entre el contenido y cantidad bacteriana entre sujetos afectados, no

afectados y entre familias.

Se contd con familias previamente involucradas en la linea de investigacion de
amelogénesis imperfecta (Al), desarrollada por la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Costa Rica en colaboracion con la Universidad de Leeds de Inglaterra,
cuyas mutaciones se han identificado anteriormente. No se conoce la mutacion de la

cuarta familia, ya que aun se encuentra en estudio.

Es importante destacar que se contdé con el aporte de la base de datos
denominada Greengenes, la cual es una base de datos que se encarga de la
secuenciacion bacteriana a partir del ribosoma 16S de toda la comunidad bacteriana y
del reino Archaea. La clasificacion se basa en una construccion y mapeo del ranking
automatico de otras base de datos como lo es la NCBI, el arbol filogenético se obtiene a
partir del ARNr 16S que, a su vez, se adquiere de una base de datos publicos que han
pasado por un filtro de calidad. Las secuencias son alineadas por caracteres,
estructuras secundarias y luego sometidas a una construccion por medio de FastTree.
Los nodos internos son automaticamente asignados a rangos taxondmicos del NCBI el
CyanoDB y una version previa del Greengenes. Esta brinda informacion valiosa sobre
la clasificacion por géneros, especies y numero de lecturas de la secuencia de ADN

bacteriano.
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En este estudio se demostré que el tener un conjunto o mayor cantidad de
bacterias no determina que sea directamente proporcional a la relacion con una
enfermedad o patologia, en este caso amelogénesis imperfecta. Resulta importante
comprender como una sola bacteria por si misma no denota una patologia como tal,
sino que la presencia de un conjunto de ellas puede favorecer y ser agente causal, a la
vez, de dicha enfermedad. Esto es relevante para entender como las bacterias trabajan
en conjunto y como una patologia puede, independientemente, a interaccionar entre

ellas.

Se puede establecer, por estudios previos, que entre los posibles patdogenos que
causan o estan asociados a la caries dental se encuentra el Streptococcus mutans y la
Prevotella, mientras que la Prevotella denticola y el Actinomices se consideran factores

importantes en la formacion de caries radicular.

Es significativo destacar ciertas caracteristicas de los géneros de bacterias mas
importantes tanto en abundancia como en frecuencia de la presente investigacion, el
género de Streptococcus se presenté como principal tanto en importancia como en
prevalencia en pacientes afectados como no afectados; las especies de este género se
pueden clasificar en Gram negativo y en Gram positivo, pertenecientes al grupo de
bacterias acido lacticas. Este género produce en seres humanos desde patologias
relativamente leves, por ejemplo la caries dental, hasta manifestaciones mas graves
como el impétigo, que es un sindrome de choque téxico o la fascitis necrotizante. Se

pueden encontrar en una alta proporcién en tejidos blandos, saliva y en la lengua.

Se destaca a la Prevotella como segunda en importancia encontrada en los
sujetos de estudio. Esta se clasifica como Gram negativo, anaerobia, asociada a
procesos de gingivitis a nivel oral, desarrollo de la enfermedad periodontal e infecciones
orales. Se puede asociar la alta presencia de esta con habitos deficientes de higiene en

los pacientes que participaron en el estudio.
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En tercer lugar, presente en abundancia y frecuencia se encontro la Neisseria.
Esta bacteria pertenece al grupo de los Gram negativos aerobias, perteneciente a las
procariotas beta, se presentan dos formas patégenas, la Neisseria gonorrhoeae
causante de la gonorrea y Neisseria meningitidis una de las causas mas comunes de la

meningitis, sensibles a altas temperaturas, desecacion y metales pesados.

Los actinomices se encuentra en cuarto lugar de importancia y abundancia en el
estudio. Las especies del género Actinomyces son de tipo Gram positivo, son
anaerobias facultativas. Muchos actinomices son patdgenos oportunistas de los seres
humanos, particularmente en la cavidad oral. En raros casos, se puede producir
actinomicosis a causa de estas bacterias, una enfermedad que se caracteriza por la
formacion de abscesos en la boca. Se encuentran a nivel supragingival e infragingival y

en fisuras de la lengua.

Todas las bacterias descritas anteriormente, segun los resultados estadisticos, en
relacion con la abundancia y la frecuencia, se encontraron tanto en sujetos afectados
como en no afectados y entre familias sin una diferencia estadisticamente significativa.
Esto se debe a varios motivos; en primer lugar, al nimero de casos, debido a que se
estudiaron cinco familias con individuos afectados y no afectados dentro de ellas.
También existe un 50 % de bacterias que no se clasificaron, ya que la base de datos
utilizada para la investigacion no cuenta con las secuencias de informacion para
identificarlas, debido a la extensa cantidad de géneros y especies bacterianas

presentes en sujetos humanos.

Los individuos con esta afectacién (Al) poseen una estructura en posicién de un
posible esmalte dental no formado con micronichos en la mayoria de los fenotipos, que
pueden resultar en un mayor acumulo de bacterias, segun la hipotesis planteada en el
proyecto.

La microbiota o microbioma es el ecosistema de bacterias que habitan por dentro
y fuera del cuerpo humano. Se pueden encontrar en mucosas y piel, pero la mayor
parte de ellas estan en el intestino (lo que suele llamarse flora intestinal). El microbioma
es tan importante para la salud y evolucion que algunos investigadores lo llaman

«Organo» y «genoma extendido». A pesar de ser tan pequefios, su poblacién es muy
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extensa; por cada célula humana hay 10 microorganismos y por cada gen humano 100
genes en el microbioma. Esto significa que mientras todos los humanos tienen cédigos
genéticos muy parecidos, el microbioma de un individuo es completamente diferente al

de otro.

Estudios poblacionales han utlizado técnicas gendmicas basadas en
secuenciacion del gen ribosomal 16S (rRNA 16S), han confirmado que las principales
especies aisladas en la cavidad oral son Firmicutes, Proteobacteria, Bacteriodes,
Actinobacteria y Fusobacteria. Siendo los mas frecuentes Prevotella, Selenomonas y
Streptococcus, lo cual se vio reflejado en el presente estudio; dentro de las bacterias
mas frecuentes se contd con el Streptococcus en primer lugar, como ya se menciono;
ademas de la Prevotella y la Neiseria figurando en los primeros lugares de importancia.
Cabe destacar que el género del Streptococcus es el que mas se ha reportado como el
preponderante a nivel de cavidad oral y se han diferenciado mas de 16 especies de
esta bacteria, siendo las mas frecuentes S. mutans, S. intermedius, S. oralis y S.

sanguinis, presentes también en los sujetos de estudio.
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5.1 Conclusiones

En el analisis de la secuenciacion del ADN (microbioma 16S) de cada una de las
muestras de los sujetos de estudio se logré identificar mayor abundancia y prevalencia,
en orden descendente, de bacterias pertenecientes a los géneros Streptoccocus,
Prevotella, Neisseria, Actinomyces, Haemophilus, Fusobacterium, Gemella y Rothia,

figurdndose entre las ocho mas sobresalientes.

Se identificé que no existe diferencia estadisticamente significativa (p > 0,05) del
contenido bacterioldégico entre pacientes afectados y no afectados, presentdndose
similitud entre abundancia y prevalencia de las comunidades bacterianas, segun los

resultados de la base de datos Greengenes.

Estudiantes de la maestria en Bioinformética desarrollan un andlisis bioinformético
complejo en el que incluiran, ademas de los datos del microbioma, los metadatos de los

participantes.

Ademas, se puede sefialar que no se logré identificar una gran cantidad de
bacterias, dado que la base de datos que se utilizd6 para la secuenciacion del
microbioma oral tiene un limite en amplitud e identificaciébn de bacterias, por lo que no
hay certeza si existe diferencia significativa entre afectados, no afectados y entre las
familias del estudio pues, segun los resultados de la base de datos Greengenes, un

porcentaje considerable de contenido bacteriano oral no se identifico.

Al analizar solo el contenido bacteriol6gico, no se cuenta con informacién de otras
variables como la higiene oral, edad, sexo y cuantificacién de biofilme con la que se
pueda realizar estudios de comparacion en un futuro, lo que daria mas informacién

sobre estas familias.
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5.2 Recomendaciones
Realizar este proyecto con un mayor nimero de casos, para que no se afecten los

procesos estadisticos y no sea un factor que influya dentro de los resultados.

Continuar con el proceso de investigacion, para realizar futuros proyectos sobre la
amelogénesis imperfecta y su relacion con la microbiota oral; documentar mas aspectos
sobre este padecimiento que afecta a tantas familias y que es una linea interesante y

vigente de investigacion.

Mantener esta linea de investigacion de microbiota oral entre sujetos afectados y
no afectados, en donde se logre realizar un analisis de secuenciaciéon con bases de
datos mas completas, que permitan identificar la mayor cantidad de comunidades
bacterianas.

Mantener la colaboracion con distintas instituciones que puedan brindar y
fortalecer el proceso de investigacién que se lleva a cabo en la Facultad de Odontologia

de la Universidad de Costa Rica.

Es deber de todo profesional en Odontologia conocer sobre la condicion de la
amelogénesis imperfecta, sus implicaciones y su correcto abordaje, para poder brindar

a los pacientes una mejor calidad de vida.
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Anexos



llumina

Sample: Al-01

Report Date: 08/31/2018 18:16:47 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

1

Sample Name:

Al-01

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 _5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quality Filtering Quality Filtering
74,179 74,179 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 74,026 99.79 %
Phylum 72,787 98.12 %
Class 71,532 96.43 %
Order 70,617 95.20 %
Family 68,659 92.56 %
Genus 66,349 89.44 %
Species 48,064 64.79 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria

74,026

99.79 %

Unclassified at Kingdom level

153

0.21 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.



Bacteria
99.79 %

Top Phylum Classification Results

Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Firmicutes 47,014 63.38%
Proteobacteria 16,419 2213 %
Actinobacteria 4,071 5.49 %
Bacteroidetes 3,111 4.19%
Fusobacteria 1,930 2.60 %
Unclassified at Phylum level 1,392 1.88 %
Spirochaetes 67 0.09 %
Verrucomicrobia 45 0.06 %
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Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 20. This table shows the top 8 of 20 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.



Top Phylum Classification Results

Proteobacteria
22

A3 %

Firmicutes
6 o,

%o

Top Class Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacilli 34,919 47.07 %
Clostridia 11,183 15.08 %
Gammaproteobacteria 8,061 10.87 %
Betaproteobacteria 7,515 10.13 %
Actinobacteria 4,062 5.48 %
Unclassified at Class level 2,647 3.57%
Bacteroidia 2,421 3.26%
Fusobacteria 1,930 2.60%

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 34. This table shows the top 8 of 34 classifications.

Actinobacteria
5.49 %

Bacteroidetes
9 %

Other

i 4.80 %
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Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

Top Class Classification Results

Betagroteobacteria
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Unclassified
3.57 %
Clostridia
Other
15.08 % 81 %

Bacilli

47.07 %
abundance.
Top Order Classification Results
Classification Number of Reads % Total Reads
Lactobacillales 23,234 31.32%
Clostridiales 10,753 14.50 %
Pasteurellales 7,567 10.20 %
Neisseriales 7,205 9.71%
Gemellales 6,189 8.34%
Bacillales 5,013 6.76 %
Actinomycetales 3,826 5.16 %
Unclassified at Order level 3,562 4.80 %

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 77. This table shows the top 8 of 77 classifications.
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Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 % abundan
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Top Family Classification Results
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Classification

Number of Reads

% Total Reads

Streptococcaceae 19,682 26.53 %
Veillonellaceae 8,277 11.16 %
Pasteurellaceae 7,567 10.20%
Neisseriaceae 7,205 9.71%
Gemellaceae 6,189 8.34%
Unclassified at Family level 5,520 7.44 %
Alicyclobacillaceae 2,277 3.07%
Carnobacteriaceae 2,061 2.78 %

89

Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 165. This table shows the top 8 of 165 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Family Classification Results
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Top Genus Classification Results
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Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcus 19,384 26.13 %
Unclassified at Genus level 7,830 10.56 %
Veillonella 7,709 10.39%
Neisseria 6,922 9.33%
Gemella 6,189 8.34%
Haemophilus 4,277 577 %
Alicyclobacillus 2,277 3.07%
Granulicatella 1,904 2.57%
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Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 328. This table shows the top 8 of 328 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.



Top Genus Classification Results
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Top Species Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 26,115 3521 %
Streptococcus tigurinus 8,987 12.12%
Neisseria mucosa 5,460 7.36 %
Gemella cunicula 2,551 3.44 %
Veillonella atypica 2,499 337%
Alicyclobacillus pohliae 2,277 3.07%
Streptococcus pseudopneumoniae 1,741 235%
Gemella sanguinis 1,467 1.98 %

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 469. This table shows the top 8 of 469
classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Species Classification Results
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lumina

Sample: Al-02

Report Date: 08/31/2018 18:16:55 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

2

Sample Name:

Al-02

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 _5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quality Filtering Quality Filtering
69,578 69,578 100.00 %

Classification Statistics
Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level

Kingdom 69,513 99.91 %

Phylum 67,961 97.68 %

Class 66,366 96.10 %

Order 66,262 95.23 %

Family 64,302 92.42 %

Genus 62,879 90.37 %

Species 48,419 69.59 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above
3.5% abundance.

Top Kingdom Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Bacteria 69,513 99.91 %
Unclassified at Kingdom level 65 0.09 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Kingdom Classification Results

Bacteria
99.91 %

Top Phylum Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Firmicutes 37,832 54.37 %
Actinobacteria 10,006 14.38 %
Bacteroidetes 6,873 9.88 %
Fusobacteria 6,463 9.29 %
Proteobacteria 4,964 713 %
Unclassified at Phylum level 1,617 2.32%
Spirochaetes 1,241 1.78 %
Cyanobacteria 184 0.26 %

Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 20. This table shows the top 8 of 20 classifications.



Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.

Top Phylum Classification Results
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10 Top Class Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Clostridia 20,504 29.47 %
Bacilli 16,853 24.22 %
Actinobacteria 9,989 14.36 %
Fusobacteria 6,463 9.29%
Bacteroidia 5,638 8.10%
Gammaproteobacteria 2,751 3.95%
Unclassified at Class level 2,712 3.90 %
Spirochaetes 1,240 1.78%

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 35. This table shows the top 8 of 35 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Class Classification Results
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11 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Clostridiales 18,499 26.59 %
Lactobacillales 15,637 22.47 %
Actinomycetales 8,984 1291 %
Fusobacteriales 6,463 9.29%
Bacteroidales 5,638 8.10%
Unclassified at Order level 3,316 477 %
Pasteurellales 2,458 3.53%
Coriobacteriales 1,679 241 %

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 76. This table shows the top 8 of 76 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Order Classification Results
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12 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Veillonellaceae 16,132 23.19%
Streptococcaceae 13,463 19.35%
Fusobacteriaceae 6,329 9.10 %
Unclassified at Family level 5,276 7.58%
Actinomycetaceae 3,378 4.85 %
Micrococcaceae 2,904 4.17 %
Prevotellaceae 2,789 4.01%
Porphyromonadaceae 2,486 3.57%
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Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 162. This table shows the top 8 of 162 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Family Classification Results
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13 Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Veillonella 14,262 20.50 %
Streptococcus 13,433 19.31%
Unclassified at Genus level 6,699 9.63%
Fusobacterium 6,284 9.03%
Actinomyces 3,100 4.46 %
Prevotella 3,012 433 %

Rothia 2,803 4.03 %
Porphyromonas 1,704 2.45%

Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 318. This table shows the top 8 of 318 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Genus Classification Results
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14 Top Species Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 21,159 30.41 %
Veillonella atypica 7,397 10.63 %
Fusobacterium naviforme 3,302 4.75%
Streptococcus parasanguinis 3,104 4.46 %
Veillonella dispar 2,634 3.79%
Streptococcus vestibularis 2,152 3.09 %

Rothia mucilaginosa 1,795 2.58%
Prevotella oris 1,743 251 %

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 464. This table shows the top 8 of 464
classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance
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Top Species Classification Results
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llumina’

Sample: Al-03

Report Date: 08/31/2018 18:16:59 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

3

Sample Name:

Al-03

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 5 species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quiality Filtering Quality Filtering
16,397 16,397 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 16,388 99.95 %
Phylum 16,057 97.93 %
Class 15,797 96.34 %
Order 15,605 95.17 %
Family 15,180 92.58 %
Genus 14,698 89.64 %
Species 10,364 63.21%
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

15 Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria 16,387 99.94 %
Unclassified at Kingdom level 9 0.05%
Archaea 1 0.01%

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.



Bacteria
99.94 %

16 Top Phylum Classification Results

Top Kingdom Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Firmicutes 8,649 52.75%
Proteobacteria 3,309 20.18 %
Fusobacteria 1,536 9.37%
Bacteroidetes 1,397 8.52%
Actinobacteria 1,096 6.68 %
Unclassified at Phylum level 340 2.07 %
Spirochaetes 15 0.09 %
Cyanobacteria 14 0.09 %
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Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 17. This table shows the top 8 of 17 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.



Top Phylum Classification Results
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26 Top Class Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Bacilli 7,103 43.32 %
Betaproteobacteria 1,572 9.59 %
Fusobacteria 1,536 9.37%
Gammaproteobacteria 1,493 9.11%
Clostridia 1,406 8.57 %
Bacteroidia 1,110 6.77 %
Actinobacteria 1,096 6.68 %
Unclassified at Class level 600 3.66 %

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 27. This table shows the top 8 of 27 classifications.

17
18
19
20
21
22
23
24
25
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Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 % abundan



Top Class Classification Results
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27 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Lactobacillales 5,056 30.83 %
Gemellales 1,638 9.99%
Fusobacteriales 1,536 9.37%
Neisseriales 1,496 9.12%
Clostridiales 1,353 8.25%
Pasteurellales 1,310 7.99 %
Bacteroidales 1,110 6.77 %
Actinomycetales 1,023 6.24 %

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 64. This table shows the top 8 of 64 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Order Classification Results
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28 Top Family Classification Results
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Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcaceae 3,918 23.89 %
Gemellaceae 1,638 9.99 %
Neisseriaceae 1,496 9.12%
Pasteurellaceae 1,310 7.99%
Unclassified at Family level 1,217 7.42 %
Veillonellaceae 826 5.04 %
Leptotrichiaceae 771 4.70%
Fusobacteriaceae 750 4.57 %
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Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 131. This table shows the top 8 of 131 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Family Classification Results
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29 Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcus 3,901 23.79%
Unclassified at Genus level 1,699 10.36 %
Gemella 1,638 9.99 %
Neisseria 1,415 8.63%
Veillonella 730 4.45 %
Fusobacterium 722 4.40 %
Granulicatella 715 4.36 %
Prevotella 573 3.49%

Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 249. This table shows the top 8 of 249 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Genus Classification Results
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30 Top Species Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 6,033 36.79 %
Streptococcus tigurinus 1,854 11.31%
Neisseria mucosa 811 4.95 %
Gemella cunicula 595 3.63%
Gemella sanguinis 491 2.99 %
Granulicatella elegans 425 2.59 %
Neisseria flavescens 324 1.98 %
Streptococcus oralis 311 1.90%

Total

Species-level Taxonomic Categories ldentified: 335. This table shows the top 8 of 335

classifications.

Note:

The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.



Top Species Classification Results
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Sample Configuration

llumina

Sample: Al-04

Report Date: 08/31/2018 18:16:54 (UTC)

Sample ID:

4

Sample Name:

Al-04

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg_13_5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quality Filtering Quality Filtering
218,023 218,023 100.00 %
Classification Statistics
Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 217,048 99.55 %
Phylum 215,211 98.71 %
Class 213,656 98.00 %
Order 212,625 97.52%
Family 208,560 95.66 %
Genus 204,630 93.86 %
Species 154,304 70.77 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

31 Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria 217,046 99.55 %
Unclassified at Kingdom level 975 0.45%
Viruses 2 0.00 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Kingdom Classification Results
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32 Top Phylum Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Firmicutes 144,756 66.39 %
Proteobacteria 27,757 12.73 %
Actinobacteria 22,980 10.54 %
Bacteroidetes 12,475 572 %
Fusobacteria 6,746 3.09%
Unclassified at Phylum level 2,812 1.29%
Chlorobi 152 0.07 %
Cyanobacteria 95 0.04 %

Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 23. This table shows the top 8 of 23 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Phylum Classification Results
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33 Top Class Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Bacilli 96,989 44.49 %
Clostridia 46,861 21.49 %
Actinobacteria 22,967 10.53 %
Gammaproteobacteria 14,208 6.52 %
Betaproteobacteria 11,354 5.21%
Bacteroidia 10,645 4.88 %
Fusobacteria 6,746 3.09%
Unclassified at Class level 4,367 2.00 %

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 39. This table shows the top 8 of 39 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Class Classification Results

Actinobacteria
10.53 %

Gammaproteobacteria
6.52 %

Betar%roteobacteria

/ 5.21%

Bacteroidia
8 %

Clostridia

21.49% Other
= 65.88 %

\ Bacilli

44.49 %
34 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Lactobacillales 83,871 38.47 %
Clostridiales 46,185 21.18%
Actinomycetales 22,655 10.39 %
Pasteurellales 13,307 6.10 %
Gemellales 11,608 532%
Bacteroidales 10,645 4.88%
Neisseriales 9,565 4.39%
Fusobacteriales 6,746 3.09%

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 82. This table shows the top 8 of 82 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Order Classification Results
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35 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcaceae 78,420 35.97 %
Veillonellaceae 41,467 19.02 %
Micrococcaceae 15,446 7.08 %
Pasteurellaceae 13,307 6.10 %
Gemellaceae 11,608 532%
Neisseriaceae 9,565 4.39%
Unclassified at Family level 9,463 4.34 %
Prevotellaceae 6,361 2.92%
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Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 178. This table shows the top 8 of 178 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
Top Family Classification Results
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45 Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcus 78,327 35.93%
Veillonella 40,357 18.51%
Rothia 13,683 6.28 %
Unclassified at Genus level 13,393 6.14 %
Gemella 11,608 532%
Neisseria 9,346 4.29 %
Prevotella 6,642 3.05%
Haemophilus 6,075 2.79%

Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 401. This table shows the top 8 of 401 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Genus Classification Results

Neisseria

Gemella 9 %
532 % \
Unclassified
6.14 9

4 %

Other

/_23.53 %

Veillonella e
18.51 %

\ Streptococcus
35.93 %

46 Top Species Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 63,719 29.23 %
Streptococcus vestibularis 17,551 8.05%
Veillonella atypica 15,218 6.98 %
Streptococcus tigurinus 13,667 6.27 %
Veillonella dispar 9,024 4.14 %

Rothia mucilaginosa 6,806 3.12%
Veillonella parvula 6,044 277 %
Neisseria mucosa 6,041 2.77 %

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 589. This table shows the top 8 of 589
classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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llumina

Sample: Al-05

Report Date: 08/31/2018 18:17:04 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

5

Sample Name:

Al-05

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 _5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quality Filtering Quality Filtering
278,853 278,853 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 278,531 99.88 %
Phylum 275,209 98.69 %
Class 272,898 97.86 %
Order 271,126 97.23 %
Family 267,223 95.83 %
Genus 261,807 93.89 %
Species 165,649 59.40 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

47 Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria 278,529 99.88 %
Unclassified at Kingdom level 322 0.12%
Viruses 2 0.00 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Kingdom Classification Results

Bacteria
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48 Top Phylum Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Firmicutes 154,649 55.46 %
Proteobacteria 75,833 27.19%
Bacteroidetes 17,665 6.33%
Fusobacteria 16,584 5.95 %
Actinobacteria 10,117 3.63%
Unclassified at Phylum level 3,644 1.31%
Spirochaetes 143 0.05 %
Cyanobacteria 71 0.03%

Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 24. This table shows the top 8 of 24 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Phylum Classification Results
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49 Top Class Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Bacilli 126,050 45.20%
Gammaproteobacteria 37,238 13.35%
Betaproteobacteria 36,940 13.25%
Clostridia 27,151 9.74 %
Bacteroidia 16,624 5.96 %
Fusobacteria 16,584 5.95%
Actinobacteria 10,108 3.62%
Unclassified at Class level 5,955 2.14%

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 39. This table shows the top 8 of 39 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Class Classification Results

Clostridia
9.74 %

Betaproteobacteria Bacteroidia
P 13.25 % /" 596 %
Fusobacteria
5.95 %

Actinobacteria
& i 3.62 %
ammaproteobacteria
13 35 o Other

Bacilli

45.20 %
50 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Lactobacillales 95,739 34.33%
Pasteurellales 36,346 13.03 %
Neisseriales 35,798 12.84 %
Gemellales 27,737 9.95%
Clostridiales 26,815 9.62 %
Bacteroidales 16,624 5.96 %
Fusobacteriales 16,584 5.95%
Actinomycetales 9,943 3.57%

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 80. This table shows the top 8 of 80 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Order Classification Results
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51 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcaceae 84,096 30.16 %
Pasteurellaceae 36,346 13.03 %
Neisseriaceae 35,798 12.84 %
Gemellaceae 27,737 9.95%
Veillonellaceae 22,064 791%
Fusobacteriaceae 14,284 512 %
Unclassified at Family level 11,630 4.17 %
Paraprevotellaceae 9,124 3.27%

Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 174. This table shows the top 8 of 174 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Family Classification Results
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52 Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcus 83,958 30.11 %
Neisseria 35,073 12.58 %
Gemella 27,737 9.95%
Haemophilus 26,647 9.56 %
Veillonella 21,255 7.62%
Unclassified at Genus level 17,046 6.11%
Fusobacterium 14,106 5.06 %
Prevotella 11,778 4.22 %

Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 355. This table shows the top 8 of 355 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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53 Top Species Classification Results
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Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 113,204 40.60 %
Streptococcus tigurinus 30,705 11.01%
Neisseria mucosa 25,039 8.98 %
Gemella cunicula 11,123 3.99%
Streptococcus pseudopneumoniae 9,649 3.46 %
Streptococcus infantis 9,606 3.44 %
Streptococcus oralis 7,105 2.55%
Gemella sanguinis 5,995 2.15%

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 522. This table shows the top 8 of 522

classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Species Classification Results
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llumina

Sample: Al-06

Report Date: 08/31/2018 18:16:58 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

6

Sample Name:

Al-06

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 _5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quiality Filtering Quality Filtering
68,738 68,738 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 68,518 99.68 %
Phylum 67,400 98.05 %
Class 66,568 96.84 %
Order 65,876 95.84 %
Family 64,666 94.08 %
Genus 62,966 91.60 %
Species 41,891 60.94 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above
3.5% abundance.

54 Top Kingdom Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Bacteria 68,517 99.68 %
Unclassified at Kingdom level 220 0.32%
Viruses 1 0.00 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Kingdom Classification Results

Bacteria
99.68 %

55 Top Phylum Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Firmicutes 35,668 51.89%
Proteobacteria 17,174 2498 %
Bacteroidetes 6,272 9.12%
Fusobacteria 5,970 8.69 %
Actinobacteria 2,188 3.18%
Unclassified at Phylum level 1,338 1.95 %
Thermi 21 0.03 %
Verrucomicrobia 20 0.03 %

Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 22. This table shows the top 8 of 22 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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56 Top Class Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Bacilli 32,270 46.95 %
Betaproteobacteria 8,363 12.17 %
Gammaproteobacteria 8,136 11.84 %
Fusobacteria 5,970 8.69 %
Bacteroidia 5,545 8.07 %
Clostridia 3,038 4.42 %
Actinobacteria 2,176 317 %
Unclassified at Class level 2,170 3.16 %

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 40. This table shows the top 8 of 40 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Class Classification Results
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57 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Lactobacillales 22,782 33.14%
Gemellales 8,402 12.22%
Neisseriales 7,760 11.29%
Pasteurellales 7,580 11.03 %
Fusobacteriales 5,970 8.69 %
Bacteroidales 5,545 8.07 %
Clostridiales 2,907 4.23 %
Unclassified at Order level 2,862 4.16 %

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 80. This table shows the top 8 of 80 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Order Classification Results
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58 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcaceae 17,373 25.27 %
Gemellaceae 8,402 12.22%
Neisseriaceae 7,760 11.29%
Pasteurellaceae 7,580 11.03 %
Leptotrichiaceae 4,567 6.64 %
Unclassified at Family level 4,072 5.92 %
Porphyromonadaceae 2,943 4.28%
Carnobacteriaceae 2,391 3.48%

Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 167. This table shows the top 8 of 167 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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59 Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcus 17,339 25.22 %
Gemella 8,402 12.22%
Neisseria 7,440 10.82 %
Unclassified at Genus level 5,772 8.40 %
Haemophilus 3,878 5.64 %
Porphyromonas 2,881 4.19%
Granulicatella 2,295 3.34%
Veillonella 2,073 3.02%
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Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 306. This table shows the top 8 of 306 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Genus Classification Results
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60 Top Species Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 26,847 39.06 %
Streptococcus tigurinus 7,427 10.80 %
Neisseria mucosa 4,827 7.02%
Gemella cunicula 3,169 4.61%
Streptococcus pseudopneumoniae 1,891 2.75%
Gemella sanguinis 1,787 2.60%
Mannheimia caviae 1,703 2.48 %
Haemophilus parainfluenzae 1,657 241 %

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 406. This table shows the top 8 of 406
classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.

Top Species Classification Results
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Sample Configuration

llumina

Sample: Al-07

Report Date: 08/31/2018 18:17:02 (UTC)

Sample ID:

7

Sample Name:

Al-07

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 _5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quality Filtering Quality Filtering
92,108 92,108 100.00 %
Classification Statistics
Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 91,889 99.76 %
Phylum 90,250 97.98 %
Class 88,811 96.42 %
Order 87,966 95.50 %
Family 85,289 92.60 %
Genus 83,450 90.60 %
Species 63,777 69.24 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

61 Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria

91,889

99.76 %

Unclassified at Kingdom level

219

0.24 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Kingdom Classification Results

Bacteria
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62 Top Phylum Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Firmicutes 52,101 56.57 %
Bacteroidetes 14,937 16.22 %
Actinobacteria 14,069 15.27 %
Fusobacteria 4,520 491 %
Proteobacteria 3,612 3.92%
Unclassified at Phylum level 1,858 2.02%
Spirochaetes 546 0.59 %
Cyanobacteria 139 0.15%

Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 21. This table shows the top 8 of 21 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Phylum Classification Results

Actiznobacteria

7%

Bacteroidetes
1 0,

ZA:_\

Fusobacteria
491 %

Proteobacteria
\_— 3.92 %

Other
311 %

Firmicutes
56.57 %

63 Top Class Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Clostridia 35,289 3831%
Bacilli 16,155 17.54 %
Bacteroidia 14,049 15.25%
Actinobacteria 14,045 15.25%
Fusobacteria 4,520 491%
Unclassified at Class level 3,297 3.58%
Epsilonproteobacteria 1,171 1.27 %
Gammaproteobacteria 1,063 1.15%

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 35. This table shows the top 8 of 35 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Class Classification Results
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64 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Clostridiales 31,508 34.21%
Lactobacillales 14,198 15.41%
Bacteroidales 14,049 15.25%
Actinomycetales 13,346 14.49 %
Fusobacteriales 4,520 491 %
Unclassified at Order level 4,142 4.50 %
Coriobacteriales 3,401 3.69%
Campylobacterales 1,171 1.27 %

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 78. This table shows the top 8 of 78 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Order Classification Results
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65 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Veillonellaceae 24,663 26.78 %
Prevotellaceae 12,157 13.20%
Streptococcaceae 12,110 13.15%
Unclassified at Family level 6,819 7.40 %
Actinomycetaceae 6,404 6.95 %
Lachnospiraceae 3,865 4.20%
Micrococcaceae 3,453 3.75%
Coriobacteriaceae 3,401 3.69%
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Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 166. This table shows the top 8 of 166 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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66 Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Veillonella 18,913 20.53 %
Prevotella 12,770 13.86 %
Streptococcus 12,074 13.11%
Unclassified at Genus level 8,658 9.40 %
Actinomyces 5,220 5.67 %
Megasphaera 3,216 3.49%

Rothia 2,799 3.04 %
Fusobacterium 2,777 3.01%

Veillonellaceae
26.78 9
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Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 341. This table shows the top 8 of 341 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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67 Top Species Classification Results

Veillonella
3%

Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 28,331 30.76 %
Veillonella atypica 8,661 9.40 %
Veillonella dispar 4,184 4.54 %
Prevotella melaninogenica 3,876 421 %
Megasphaera micronuciformis 2,569 2.79%
Streptococcus vestibularis 2,373 2.58%
Prevotella histicola 2,357 2.56 %
Veillonella montpellierensis 2,207 2.40 %

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 503. This table shows the top 8 of 503

classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Species Classification Results
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llumina

Sample: Al-08

Report Date: 08/31/2018 18:16:48 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

8

Sample Name:

Al-08

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 _5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quiality Filtering Quality Filtering
66,397 66,397 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 66,177 99.67 %
Phylum 64,640 97.35%
Class 63,084 95.01 %
Order 62,341 93.89 %
Family 59,824 90.10 %
Genus 58,115 87.53 %
Species 44,488 67.00 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

68 Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria 66,173 99.66 %
Unclassified at Kingdom level 220 0.33%
Viruses 4 0.01%

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Kingdom Classification Results

Bacteria
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69 Top Phylum Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Firmicutes 33,239 50.06 %
Bacteroidetes 10,672 16.07 %
Actinobacteria 10,240 15.42 %
Proteobacteria 5,563 8.38%
Fusobacteria 4,175 6.29 %
Unclassified at Phylum level 1,757 2.65%
Spirochaetes 407 0.61 %
Cyanobacteria 111 0.17%

Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 22. This table shows the top 8 of 22 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Phylum Classification Results
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70 Top Class Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Clostridia 21,877 32.95%
Bacilli 10,812 16.28 %
Actinobacteria 10,216 15.39%
Bacteroidia 10,024 15.10 %
Fusobacteria 4,175 6.29 %
Gammaproteobacteria 3,586 5.40 %
Unclassified at Class level 3,313 4,99 %
Betaproteobacteria 821 1.24%

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 37. This table shows the top 8 of 37 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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71 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Clostridiales 20,545 30.94 %
Bacteroidales 10,024 15.10%
Lactobacillales 9,610 14.47 %
Actinomycetales 9,368 14.11%
Fusobacteriales 4,175 6.29 %
Unclassified at Order level 4,056 6.11%
Pasteurellales 3,060 4.61%
Coriobacteriales 976 1.47 %

Gammaproteobacteria
5.40 %

Unclassified
sy 4.99 %

Other
3.61 %

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 77. This table shows the top 8 of 77 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Order Classification Results
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72 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Veillonellaceae 17,295 26.05 %
Streptococcaceae 9,158 13.79%
Prevotellaceae 8,192 12.34%
Unclassified at Family level 6,573 9.90 %
Actinomycetaceae 4,313 6.50 %
Pasteurellaceae 3,060 4.61%
Leptotrichiaceae 2,961 4.46 %
Micrococcaceae 1,435 2.16%
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Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 164. This table shows the top 8 of 164 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.



Top Family Classification Results

Pasteurellaceae

Leptotrichiaceae
4.61 % 4.46 9

%o

Actinomycetaceae
6.50 %

22.36 %

Unclassified
9.90 %

Prevotellaceae
12.34 %

Veillonellaceae
26.05 %

Streptococcaceae /
13.79 9

%o

73 Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Veillonella 14,470 21.79%
Streptococcus 9,136 13.76 %
Prevotella 8,499 12.80 %
Unclassified at Genus level 8,282 12.47 %
Actinomyces 3,593 541 %
Leptotrichia 2,728 411 %
Selenomonas 1,208 1.82%

Rothia 1,129 1.70 %

153

Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 325. This table shows the top 8 of 325 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Genus Classification Results
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74 Top Species Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 21,909 33.00%
Veillonella atypica 7,340 11.05 %
Veillonella montpellierensis 2,113 3.18%
Streptococcus vestibularis 1,983 2.99%
Prevotella melaninogenica 1,882 2.83%
Veillonella dispar 1,786 2.69 %
Prevotella histicola 1,410 212 %
Leptotrichia wadei 1,402 211 %

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 470. This table shows the top 8 of 470
classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



155

Top Species Classification Results
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llumina

Sample: Al-09

Report Date: 08/31/2018 18:17:01 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

9

Sample Name:

Al-09

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 _5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quiality Filtering Quality Filtering
101,047 101,047 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 97,631 96.62 %
Phylum 95,861 94.87 %
Class 94,421 93.44 %
Order 93,644 92.67 %
Family 91,164 90.22 %
Genus 89,358 88.43 %
Species 65,392 64.71 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

75 Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria 97,627 96.62 %
Unclassified at Kingdom level 3,416 3.38%
Viruses 4 0.00 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Kingdom Classification Results

76 Top Phylum Classification Results

Other

H 3.38%

Classification Number of Reads % Total Reads
Firmicutes 51,611 51.08 %
Actinobacteria 13,923 13.78 %
Bacteroidetes 13,310 13.17 %
Fusobacteria 8,294 8.21%
Proteobacteria 5,926 5.86 %
Unclassified at Phylum level 5,186 5.13%
Spirochaetes 1,922 1.90 %
Synergistetes 353 0.35%
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Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 21. This table shows the top 8 of 21 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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77 Top Class Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Clostridia 26,408 26.13 %
Bacilli 24,516 24.26 %
Actinobacteria 13,793 13.65 %
Bacteroidia 12,333 12.21%
Fusobacteria 8,294 8.21%
Unclassified at Class level 6,626 6.56 %
Gammaproteobacteria 3,602 3.56 %
Spirochaetes 1,922 1.90 %

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 34. This table shows the top 8 of 34 classifications.
Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Class Classification Results
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78 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Clostridiales 24,459 24.21 %
Lactobacillales 20,291 20.08 %
Actinomycetales 13,022 12.89 %
Bacteroidales 12,333 12.21%
Fusobacteriales 8,294 8.21%
Unclassified at Order level 7,403 7.33%
Pasteurellales 3,045 3.01%
Gemellales 3,000 297 %

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 74. This table shows the top 8 of 74 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Order Classification Results
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79 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcaceae 18,579 18.39 %
Veillonellaceae 18,456 18.26 %
Unclassified at Family level 9,883 9.78 %
Prevotellaceae 9,828 9.73%
Actinomycetaceae 6,837 6.77 %
Leptotrichiaceae 4,552 450 %
Fusobacteriaceae 3,649 3.61%
Pasteurellaceae 3,045 3.01%
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Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 169. This table shows the top 8 of 169 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Family Classification Results
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80 Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcus 18,524 18.33 %
Veillonella 14,774 14.62 %
Unclassified at Genus level 11,689 11.57 %
Prevotella 10,232 10.13 %
Actinomyces 5,845 5.78 %
Leptotrichia 3,870 3.83%
Fusobacterium 3,488 3.45%
Gemella 3,000 297 %

Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 341. This table shows the top 8 of 341 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Genus Classification Results
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81 Top Species Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 35,655 35.29%
Veillonella atypica 6,250 6.19 %
Streptococcus tigurinus 4,308 426 %
Prevotella histicola 3,386 3.35%
Veillonella dispar 2,820 2.79%
Streptococcus vestibularis 2,134 211%
Veillonella montpellierensis 1,611 1.59%
Fusobacterium naviforme 1,520 1.50 %

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 515. This table shows the top 8 of 515

classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Species Classification Results
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llumina

Sample: Al-10

Report Date: 08/31/2018 18:17:25 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

10

Sample Name:

Al-10

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 _5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quality Filtering Quality Filtering
89,182 89,182 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 89,109 99.92 %
Phylum 87,597 98.22 %
Class 86,408 96.89 %
Order 85,660 96.05 %
Family 83,427 93.55%
Genus 79,670 89.33 %
Species 58,340 65.42 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

82 Top Kingdom Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Bacteria 89,107 99.92 %
Unclassified at Kingdom level 73 0.08 %
Archaea 1 0.00 %
Viruses 1 0.00 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Kingdom Classification Results

Bacteria
99.92 %

83 Top Phylum Classification Results

Classification Number of % Total Reads
Reads

Firmicutes 43,946 49.28 %
Proteobacteria 21,691 24.32 %
Actinobacteria 8,755 9.82%
Bacteroidetes 7,458 8.36 %
Fusobacteria 5,265 5.90 %
Unclassified at Phylum level 1,585 1.78 %
Spirochaetes 304 0.34%
Cyanobacteria 37 0.04 %

Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 21. This table shows the top 8 of 21 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Phylum Classification Results
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84 Top Class Classification Results

Classification Number of % Total Reads
Reads

Bacilli 34,768 38.99 %
Gammaproteobacteria 17,470 19.59 %
Actinobacteria 8,738 9.80 %
Clostridia 8,614 9.66 %
Bacteroidia 6,077 6.81%
Fusobacteria 5,265 5.90%
Betaproteobacteria 3,114 3.49%
Unclassified at Class level 2,774 3.11%

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 35. This table shows the top 8 of 35 classifications.
Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Class Classification Results
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85 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads | % Total Reads
Lactobacillales 25,946 29.09 %
Pasteurellales 16,786 18.82 %
Actinomycetales 8,535 9.57%
Clostridiales 8,248 9.25%
Bacteroidales 6,077 6.81%
Fusobacteriales 5,265 5.90 %
Bacillales 4,668 5.23%
Gemellales 3,853 432 %

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 76. This table shows the top 8 of 76 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Order Classification Results
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86 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcaceae 24,434 27.40 %
Pasteurellaceae 16,786 18.82 %
Unclassified at Family level 5,755 6.45 %
Veillonellaceae 5,242 5.88%
Micrococcaceae 4,931 5.53%
Gemellaceae 3,853 432%
Prevotellaceae 3,749 4.20%
Fusobacteriaceae 3,308 3.71%

Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 166. This table shows the top 8 of 166 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Family Classification Results
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87 Top Genus Classification Results

Str%)tococcaceae
27.40 %

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Streptococcus 24,010 26.92 %
Unclassified at Genus level 9,512 10.67 %
Haemophilus 5,367 6.02 %
Actinobacillus 5,025 5.63%
Veillonella 4,265 478 %
Rothia 4,262 4.78 %
Prevotella 4,244 476 %
Mannheimia 3,948 4.43 %
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Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 345. This table shows the top 8 of 345 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Genus Classification Results
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88 Top Species Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 30,842 34.58 %
Streptococcus tigurinus 8,588 9.63%
Mannheimia caviae 3,943 4.42 %
Actinobacillus parahaemolyticus 3,189 3.58%
Streptococcus pseudopneumoniae 2,232 2.50 %
Haemophilus parainfluenzae 2,128 2.39%
Gemella cunicula 1,751 1.96 %
Streptococcus oralis 1,709 1.92%

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 521. This table shows the top 8 of 521
classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Species Classification Results
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llumina

Sample: Al-11

Report Date: 08/31/2018 18:16:51 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

11

Sample Name:

Al-11

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 _5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quiality Filtering Quality Filtering
92,448 92,448 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 92,313 99.85 %
Phylum 90,749 98.16 %
Class 89,769 97.10%
Order 88,911 96.17 %
Family 86,486 93.55%
Genus 84,041 90.91 %
Species 62,647 67.76 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

89 Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria 92,311 99.85 %
Unclassified at Kingdom level 135 0.15%
Viruses 2 0.00 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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90 Top Phylum Classification Results

Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Firmicutes 53,191 57.54 %
Proteobacteria 17,967 19.43 %
Actinobacteria 12,241 13.24 %
Fusobacteria 4,159 4,50 %
Bacteroidetes 2,537 274 %
Unclassified at Phylum level | 1,699 1.84 %
Spirochaetes 387 0.42 %
Cyanobacteria 81 0.09 %

176

Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 22. This table shows the top 8 of 22 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.



Top Phylum Classification Results
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91 Top Class Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Bacilli 30,117 32.58%
Clostridia 22,473 24.31%
Actinobacteria 12,223 13.22 %
Betaproteobacteria 8,726 9.44 %
Gammaproteobacteria 8,179 8.85%
Fusobacteria 4,159 4.50 %
Unclassified at Class level 2,679 2.90 %
Bacteroidia 1,538 1.66 %

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 38. This table shows the top 8 of 38 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Class Classification Results
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92 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Lactobacillales 25,001 27.04 %
Clostridiales 21,945 23.74 %
Actinomycetales 11,754 12.71%
Neisseriales 8,303 8.98 %
Pasteurellales 7,686 8.31%
Gemellales 4,200 4.54 %
Fusobacteriales 4,159 4.50 %
Unclassified at Order level 3,537 3.83%

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 79. This table shows the top 8 of 79 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Order Classification Results
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93 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcaceae 22,484 24.32 %
Veillonellaceae 15,236 16.48 %
Neisseriaceae 8,303 8.98 %
Pasteurellaceae 7,686 8.31%
Unclassified at Family level 5,962 6.45 %
Actinomycetaceae 5,249 5.68 %
Gemellaceae 4,200 4.54 %
Micrococcaceae 3,764 4.07 %

179

Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 167. This table shows the top 8 of 167 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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94 Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcus 22,411 24.24 %
Veillonella 14,636 15.83 %
Unclassified at Genus level 8,407 9.09%
Neisseria 8,109 8.77 %
Actinomyces 4,722 511 %
Gemella 4,200 4,54 %
Fusobacterium 3,293 3.56 %
Haemophilus 3,152 341 %
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Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 331. This table shows the top 8 of 331 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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95 Top Species Classification Results

Streptococcus
24.24 %

0

Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 29,801 32.24%
Streptococcus tigurinus 6,127 6.63 %
Veillonella atypica 5,713 6.18 %
Neisseria mucosa 5,687 6.15%
Veillonella parvula 3,551 3.84%
Haemophilus parainfluenzae 2,863 3.10%
Mannheimia caviae 2,664 2.88%
Gemella cunicula 2,206 2.39%

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 462. This table shows the top 8 of 462

classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Species Classification Results
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llumina

Sample: Al-12

Report Date: 08/31/2018 18:16:50 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

12

Sample Name:

Al-12

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 _5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quiality Filtering Quality Filtering
86,860 86,860 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 86,764 99.89 %
Phylum 85,070 97.94 %
Class 83,627 96.28 %
Order 82,795 95.32 %
Family 80,176 92.30%
Genus 77,471 89.19 %
Species 59,979 69.05 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

96 Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria 86,762 99.89 %
Unclassified at Kingdom level 96 0.11 %
Viruses 2 0.00 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Kingdom Classification Results

97 Top Phylum Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Firmicutes 49,579 57.08 %
Proteobacteria 11,845 13.64 %
Actinobacteria 11,438 13.17 %
Bacteroidetes 10,752 12.38%
Unclassified at Phylum level | 1,790 2.06%
Fusobacteria 989 1.14 %
Spirochaetes 176 0.20 %
Cyanobacteria 91 0.10%

185

Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 21. This table shows the top 8 of 21 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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98 Top Class Classification Results
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Classification Number of Reads % Total Reads
Bacilli 26,234 30.20 %
Clostridia 22,609 26.03 %
Actinobacteria 11,400 13.12%
Bacteroidia 10,202 11.75%
Gammaproteobacteria 9,658 11.12%
Unclassified at Class level 3,233 3.72%
Fusobacteria 989 1.14 %
Betaproteobacteria 967 1.11%

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 37. This table shows the top 8 of 37 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Class Classification Results
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99 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Lactobacillales 22,574 25.99%
Clostridiales 20,042 23.07%
Actinomycetales 10,656 12.27 %
Bacteroidales 10,202 11.75%
Pasteurellales 9,332 10.74 %
Unclassified at Order level 4,065 4.68%
Coriobacteriales 2,328 2.68%
Gemellales 2,157 2.48 %

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 77. This table shows the top 8 of 77 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Order Classification Results
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100 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcaceae 20,741 23.88 %
Veillonellaceae 15,783 18.17 %
Pasteurellaceae 9,332 10.74 %
Prevotellaceae 8,680 9.99%
Unclassified at Family level 6,684 7.70 %
Actinomycetaceae 4,762 5.48 %
Micrococcaceae 2,582 297 %
Coriobacteriaceae 2,328 2.68%

Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 161. This table shows the top 8 of 161 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Family Classification Results
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101 Top Genus Classification Results
Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcus 20,550 23.66 %
Veillonella 14,716 16.94 %
Unclassified at Genus level 9,389 10.81 %
Prevotella 8,790 10.12 %
Actinomyces 4,466 5.14 %
Haemophilus 4,142 477 %
Mannheimia 2,957 3.40%
Atopobium 2,294 2.64 %

Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 322. This table shows the top 8 of 322 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Genus Classification Results
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102 Top Species Classification Results
Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 26,881 30.95 %
Veillonella atypica 7,484 8.62 %
Streptococcus tigurinus 6,587 7.58 %
Prevotella melaninogenica 3,095 3.56 %
Haemophilus parainfluenzae 3,077 3.54%
Mannheimia caviae 2,956 3.40%
Veillonella dispar 1,786 2.06%
Prevotella histicola 1,750 2.01%

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 467. This table shows the top 8 of 467
classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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llumina

Sample: Al-13

Report Date: 08/31/2018 18:16:52 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

13

Sample Name:

Al-13

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 _5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quiality Filtering Quality Filtering
89,075 89,075 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 88,842 99.74 %
Phylum 86,216 96.79 %
Class 84,012 94.32 %
Order 82,874 93.04 %
Family 80,106 89.93 %
Genus 77,748 87.28 %
Species 58,672 65.87 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

103 Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria

88,842

99.74 %

Unclassified at Kingdom level

233

0.26 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Kingdom Classification Results

104 Top Phylum Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Firmicutes 42,671 47.90 %
Bacteroidetes 17,259 19.38 %
Proteobacteria 10,009 11.24%
Actinobacteria 8,154 9.15%
Fusobacteria 4,877 5.48 %
Unclassified at Phylum level 2,859 3.21%
Spirochaetes 1,751 1.97 %
Synergistetes 667 0.75 %
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Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 23. This table shows the top 8 of 23 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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105 Top Class Classification Results

Classification Number of % Total Reads
Reads

Clostridia 23,185 26.03 %
Bacilli 18,718 21.01%
Bacteroidia 15,697 17.62 %
Actinobacteria 8,041 9.03%
Unclassified at Class level 5,063 5.68 %
Fusobacteria 4,877 5.48 %
Betaproteobacteria 4,538 5.09 %
Gammaproteobacteria 3,433 3.85%

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 39. This table shows the top 8 of 39 classifications.
Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Class Classification Results
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106 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Clostridiales 20,028 22.48%
Bacteroidales 15,697 17.62 %
Lactobacillales 15,651 17.57 %
Actinomycetales 7,450 8.36 %
Unclassified at Order level 6,201 6.96 %
Fusobacteriales 4,877 5.48 %
Neisseriales 3,723 4.18 %
Pasteurellales 2,757 3.10%

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 84. This table shows the top 8 of 84 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Order Classification Results
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107 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Veillonellaceae 13,549 15.21%
Streptococcaceae 13,410 15.05 %
Prevotellaceae 9,208 10.34 %
Unclassified at Family level 8,969 10.07 %
Porphyromonadaceae 4,529 5.08 %
Neisseriaceae 3,723 4,18 %
Fusobacteriaceae 2,783 3.12%
Pasteurellaceae 2,757 3.10%

197

Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 183. This table shows the top 8 of 183 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Family Classification Results
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108 Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcus 13,371 15.01 %
Unclassified at Genus level 11,327 12.72 %
Prevotella 9,922 11.14 %
Veillonella 7,587 8.52%
Porphyromonas 4,157 4.67 %
Selenomonas 3,930 441 %
Neisseria 3,365 3.78%
Fusobacterium 2,711 3.04%

Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 387. This table shows the top 8 of 387 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Genus Classification Results
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109 Top Species Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 30,403 34.13 %
Streptococcus tigurinus 3,029 3.40%
Veillonella atypica 2,723 3.06 %
Selenomonas infelix 2,592 291%
Neisseria mucosa 2,479 2.78 %
Prevotella multiformis 2,415 271%
Porphyromonas gingivalis 2,396 2.69 %
Streptococcus vestibularis 1,743 1.96 %

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 579. This table shows the top 8 of 579

classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Species Classification Results
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llumina

Sample: Al-14

Report Date: 08/31/2018 18:16:57 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

14

Sample Name:

Al-14

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg_13_5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quiality Filtering Quality Filtering
80,141 80,141 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 79,992 99.81 %
Phylum 78,558 98.02 %
Class 77,609 96.84 %
Order 76,603 95.59 %
Family 73,911 92.23 %
Genus 72,280 90.19 %
Species 48,485 60.50 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

110 Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria

79,992

99.81 %

Unclassified at Kingdom level

149

0.19%

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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111 Top Phylum Classification Results

Top Kingdom Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Firmicutes 39,790 49.65 %
Actinobacteria 16,340 20.39%
Proteobacteria 12,115 15.12 %
Bacteroidetes 6,592 8.23%
Fusobacteria 3,552 4.43 %
Unclassified at Phylum level 1,583 1.98 %
Cyanobacteria 63 0.08 %
Thermi 26 0.03 %
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Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 19. This table shows the top 8 of 19 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Phylum Classification Results
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112 Top Class Classification Results

Classification Number of % Total Reads
Reads

Bacilli 25,719 32.09 %
Actinobacteria 16,326 20.37 %
Clostridia 13,551 16.91%
Betaproteobacteria 8,101 10.11%
Bacteroidia 6,303 7.86 %
Fusobacteria 3,552 443 %
Gammaproteobacteria 3,306 413 %
Unclassified at Class level 2,532 3.16 %

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 33. This table shows the top 8 of 33 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Class Classification Results
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113 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Lactobacillales 22,082 27.55%
Actinomycetales 15,346 19.15%
Clostridiales 13,145 16.40 %
Bacteroidales 6,303 7.86 %
Neisseriales 5,990 7.47 %
Fusobacteriales 3,552 443 %
Unclassified at Order level 3,538 441 %
Gemellales 2,779 3.47 %

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 73. This table shows the top 8 of 73 classifications.
Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Order Classification Results
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114 Top Family Classification Results

Classification Number of % Total Reads
Reads

Streptococcaceae 19,918 24.85 %
Veillonellaceae 11,835 14.77 %
Actinomycetaceae 6,375 7.95%
Unclassified at Family level 6,230 777 %
Neisseriaceae 5,990 7.47 %
Micrococcaceae 4,872 6.08 %
Gemellaceae 2,779 347 %
Pasteurellaceae 2,767 3.45%
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Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 152. This table shows the top 8 of 152 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Family Classification Results
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115 Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcus 19,895 24.82 %
Veillonella 11,226 14.01 %
Unclassified at Genus level 7,861 9.81%
Neisseria 5,663 7.07 %
Actinomyces 5,325 6.64 %

Rothia 4,410 5.50 %
Prevotella 3,043 3.80%
Gemella 2,779 347 %

Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 328. This table shows the top 8 of 328 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Genus Classification Results
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116 Top Species Classification Results
Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 31,656 39.50 %
Streptococcus tigurinus 5,419 6.76 %
Neisseria mucosa 4,543 5.67 %
Veillonella atypica 3,727 4.65 %
Streptococcus vestibularis 2,629 3.28%

Rothia mucilaginosa 2,263 2.82%
Actinomyces meyeri 2,173 271 %
Lautropia mirabilis 1,725 215%

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 466. This table shows the top 8 of 466

classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Species Classification Results
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llumina’

Sample: Al-15

Report Date: 08/31/2018 18:17:24 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

15

Sample Name:

Al-15

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 _5_species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quality Filtering Quality Filtering
82,457 82,457 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 82,344 99.86 %
Phylum 80,672 97.84 %
Class 79,235 96.09 %
Order 78,321 94.98 %
Family 75,925 92.08 %
Genus 73,165 88.73 %
Species 55,172 66.91 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

117 Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria 82,342 99.86 %
Unclassified at Kingdom level 113 0.14 %
Viruses 2 0.00 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Kingdom Classification Results

118 Top Phylum Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Firmicutes 33,901 41.11%
Proteobacteria 17,481 21.20%
Bacteroidetes 11,679 14.16 %
Actinobacteria 10,001 12.13 %
Fusobacteria 7,162 8.69 %
Unclassified at Phylum level 1,785 2.16%
Spirochaetes 207 0.25%
Cyanobacteria 74 0.09 %
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Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 22. This table shows the top 8 of 22 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.



Top Phylum Classification Results
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119 Top Class Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Bacilli 16,872 20.46 %
Clostridia 16,563 20.09 %
Gammaproteobacteria 10,602 12.86 %
Actinobacteria 9,981 12.10%
Bacteroidia 9,685 11.75%
Fusobacteria 7,162 8.69%
Betaproteobacteria 5,050 6.12 %
Unclassified at Class level 3,222 3.91%

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 38. This table shows the top 8 of 38 classifications.
Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Class Classification Results
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120 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Clostridiales 15,740 19.09 %
Lactobacillales 14,984 18.17 %
Bacteroidales 9,685 11.75%
Pasteurellales 9,322 11.31%
Actinomycetales 9,241 11.21%
Fusobacteriales 7,162 8.69%
Unclassified at Order level 4,136 5.02%
Neisseriales 3,566 432 %

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 80. This table shows the top 8 of 80 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.



Top Order Classification Results
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121 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcaceae 13,471 16.34 %
Veillonellaceae 13,264 16.09 %
Pasteurellaceae 9,322 11.31%
Unclassified at Family level 6,532 7.92%
Prevotellaceae 6,513 7.90 %
Fusobacteriaceae 4,377 531%
Neisseriaceae 3,566 4.32 %
Micrococcaceae 3,323 4.03%

215

Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 174. This table shows the top 8 of 174 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.



Top Family Classification Results
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122 Top Genus Classification Results
Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcus 13,425 16.28 %
Veillonella 11,473 13.91%
Unclassified at Genus level 9,292 11.27 %
Prevotella 7,406 8.98 %
Fusobacterium 4,218 512 %
Neisseria 3,150 3.82%

Rothia 3,046 3.69 %
Haemophilus 2,944 3.57%
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Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 355. This table shows the top 8 of 355 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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123 Top Species Classification Results
Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 27,285 33.09 %
Veillonella atypica 4,438 5.38%
Streptococcus tigurinus 3,787 4.59 %
Mannheimia caviae 2,444 2.96 %
Fusobacterium naviforme 2,186 2.65%
Haemophilus parainfluenzae 1,902 2.31%
Neisseria mucosa 1,819 2.21%
Prevotella melaninogenica 1,276 1.55%

Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 515. This table shows the top 8 of 515
classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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Top Species Classification Results
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llumina’

Sample: Al-16

Report Date: 08/31/2018 18:17:22 (UTC)

Sample Configuration

Sample ID:

16

Sample Name:

Al-16

Run Folder:

/data/scratch/workspace/RunFolder

Taxonomy File:

gg 13 5 species_32bp.dat

Sample Information

Total Reads Reads Passing % Reads Passing
Quality Filtering Quality Filtering
75,581 75,581 100.00 %

Classification Statistics

Taxonomic Level Reads Classified to % Total Reads Classified to
Taxonomic Level Taxonomic Level
Kingdom 75,526 99.93 %
Phylum 74,505 98.58 %
Class 73,598 97.38%
Order 73,081 96.69 %
Family 71,615 94.75 %
Genus 70,088 92.73%
Species 50,212 66.43 %
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Classification Rate by Taxonomic Level
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Classification Results by Taxonomic Level

Tables show the highest 8 taxonomic classifications at each level. Pie charts show all classifications above

3.5% abundance.

124 Top Kingdom Classification Results

Classification

Number of Reads

% Total Reads

Bacteria

75,526

99.93 %

Unclassified at Kingdom level

55

0.07 %

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Kingdom Classification Results

125 Top Phylum Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Firmicutes 41,746 55.23 %
Proteobacteria 11,925 15.78 %
Bacteroidetes 7,897 10.45%
Actinobacteria 6,853 9.07 %
Fusobacteria 5,940 7.86%
Unclassified at Phylum level 1,076 1.42 %
Cyanobacteria 51 0.07 %
Thermotogae 30 0.04 %
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Total Phylum-level Taxonomic Categories Identified: 17. This table shows the top 8 of 17 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.



Top Phylum Classification Results
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126 Top Class Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Bacilli 21,106 27.93%
Clostridia 20,207 26.74 %
Gammaproteobacteria 7,920 10.48 %
Bacteroidia 7,319 9.68 %
Actinobacteria 6,842 9.05%
Fusobacteria 5,940 7.86%
Betaproteobacteria 3,194 423 %
Unclassified at Class level 1,983 2.62%

Total Class-level Taxonomic Categories Identified: 32. This table shows the top 8 of 32 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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Top Class Classification Results
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127 Top Order Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Lactobacillales 19,616 25.95 %
Clostridiales 19,419 25.69 %
Pasteurellales 7,504 9.93%
Bacteroidales 7,319 9.68 %
Actinomycetales 6,329 8.37%
Fusobacteriales 5,940 7.86 %
Unclassified at Order level 2,500 3.31%
Neisseriales 1,995 2.64%

Total Order-level Taxonomic Categories Identified: 71. This table shows the top 8 of 71 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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128 Top Family Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcaceae 18,211 24.09 %
Veillonellaceae 17,585 23.27%
Pasteurellaceae 7,504 9.93%
Prevotellaceae 5,533 732 %
Leptotrichiaceae 4,354 5.76 %
Unclassified at Family level 3,966 5.25%
Actinomycetaceae 3,411 451 %
Neisseriaceae 1,995 2.64 %
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Lactobacillales
25.959
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Total Family-level Taxonomic Categories Identified: 158. This table shows the top 8 of 158 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %

abundance.
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129 Top Genus Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Streptococcus 18,165 24.03 %
Veillonella 16,109 21.31%
Prevotella 5,998 7.94%
Unclassified at Genus level 5,493 7.27 %
Haemophilus 4,504 5.96 %
Leptotrichia 4,181 5.53%
Actinomyces 2,321 3.07%
Neisseria 1,843 244 %
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Total Genus-level Taxonomic Categories Identified: 304. This table shows the top 8 of 304 classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.
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130 Top Species Classification Results

Classification Number of Reads % Total Reads
Unclassified at Species level 25,369 33.57%
Streptococcus tigurinus 5,832 772 %
Veillonella atypica 4,808 6.36 %
Veillonella dispar 3,360 445 %
Leptotrichia hofstadii 2,519 3.33%
Veillonella montpellierensis 1,982 2.62%
Streptococcus pseudopneumoniae 1,660 2.20%
Haemophilus parainfluenzae 1,629 2.16 %
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Total Species-level Taxonomic Categories Identified: 417. This table shows the top 8 of 417
classifications.

Note: The "Other" category in this pie chart is the sum of all classifications with less than 3.50 %
abundance.

Top Species Classification Results
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