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RESUMEN:

Introduccion: En las comunidades asociadas a periodontitis, predominan especies
inflamofilicas y proteoliticas, relacionadas con la etiologia de la enfermedad. El
desarrollo de modelos de estudio basados en comunidades para el estudio de
enfermedades polimicrobianas como la periodontitis, son claves para obtener
resultados que consideren las interacciones interespecies. En la literatura se
reportan diferentes modelos de biopeliculas y comunidades planctonicas en
guimiostatos que han dado respuesta a distintas preguntas de investigacion. No
obstante, existe una necesidad de desarrollar modelos de facil implementacion y
gue aseguren una buena representatividad de las comunidades subgingivales. El
objetivo de este trabajo es obtener una comunidad microbiana in vitro con especies
bacterianas caracteristicas de comunidades subgingivales de pacientes con

periodontitis.

Metodologia: Se generaron inéculos a partir de cultivos puros estandarizados de
las siguientes especies: Actinomyces oris (Ao), Streptococcus gordonii (Sg),
Porphyromonas endodontalis (Pe), Porphyromonas gingivalis (Pg), Prevotella
melaninogenica (Pm), Streptococcus constellatus (Sc), Tannerella forsythia (Tf),
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum (Fn) y Veillonella parvula (Vp). Para
generar las comunidades, se realizaron 3 protocolos diferentes en los cuales variaba
la cantidad de inéculo, dias de extraccién de muestras y suplementacion de medio
fresco. Los cultivos estandarizados conservados a -80°C, se inocularon en un medio
basado en mucina y suero para realizar la comunidad. Se monitore6 el crecimiento
por 14 dias, colectando muestras para recuento de unidades formadoras de
colonias (UFC) en medios selectivos, y para cuantificacion de bacterias totales y
especies individuales por PCR cuantitativo (QPCR).

Resultados: Se obtuvieron indculos de cultivos puros de todas las especies
incluidas en esta comunidad. Se realizaron 3 protocolos de comunidad, en el
protocolo 1 y 2 no existe crecimiento de todas las especies incluidas en la
comunidad. En el protocolo 3 se observa que todas las especies presentaron
crecimiento, la fase estacionaria se alcanzo el dia 7. Los valores de UFC/mL

variaron entre 10%a 1012



Conclusiones Se generd una comunidad polimicrobiana asociada a periodontitis
en estado estacionaria. Para lograr este objetivo en un cultivo estatico es necesario
suplementar con medio fresco para permitir el desarrollo de todas las especies

dentro de la comunidad.



MARCO TEORICO.

Microbiota asociada a la cavidad oral.

La cavidad oral presenta un ambiente propicio para la colonizacién vy
establecimiento de un microbioma diverso, que incluye bacterias, hongos, virus,
arqueas y protozoos (Baker y cols., 2024). Se estima que hay como minimo 700
especies bacterianas diferentes conviviendo en la cavidad oral, las cuales colonizan
diferentes superficies de acuerdo a sus necesidades ambientales y nutricionales,
entre las cuales cuentan la superficie dental, lengua, surco gingival, entre otras
(Arweiler y cols., 2016). Estas especies pueden vivir de forma plancténica o formar
parte de biopeliculas. La biopelicula se puede definir como una comunidad
microbiana sésil, caracterizada por células que estan adheridas irreversiblemente a
un sustrato o interfase, o unas con otras, encerradas en una matriz de sustancias
poliméricas extracelulares que ellas han producido y que muestran un
comportamiento diferente en su tasa de crecimiento y expresion génica en
comparacién a su desarrollo en forma plancténica (Donlan y Costerton, 2002).
Interesantemente, la formacién de biopeliculas en los distintos hébitats del ser
humano depende de interacciones especificas entre microorganismos y el
hospedero y su formacion confiere beneficios a estas especies, tales como la
proteccion frente a agresiones externas, tolerancia a antimicrobianos, interacciones
nutricionales, ademas la proximidad entre los microorganismos favorece la

comunicacion inter especies (Sarduy y Gonzélez, 2015).

En el caso de la microbiota oral, cuando estéa en equilibrio con el hospedero lleva a
un estado de salud oral, pero si ocurre un desbalance ecoldgico -disbiosis- se puede
favorecer el crecimiento de especies asociadas a enfermedades (Diaz y cols.,
2016). En la cavidad oral las enfermedades mas comunes son la caries dental y las
enfermedades periodontales, en esta ultima encontramos la periodontitis (OMS,
2022). Todas ellas comparten la caracteristica de ser mediadas por comunidades
polimicrobianas, por lo tanto, resulta interesante conocer la composicion de tales
comunidades y el tipo de interacciones inter microbianas y con el hospedero que se

establecen durante la progresion de las enfermedades.



Periodontitis.

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria, crénica y multifactorial (Kwon y
cols., 2021). Se define como una perdida de soporte de los tejidos periodontales
debido a la inflamacion, la cual se observa como una pérdida de insercion clinica
interproximal de =2 2 mm en dos o mas dientes no adyacentes. En la nueva
clasificacion de las enfermedades periodontales, un caso de periodontitis debe
presentar por lo menos una de las siguientes condiciones: (i) Pérdida de insercién
clinica interdentaria en dos o mas dientes no adyacentes; (ii) Pérdida de insercion
clinica vestibular =2 3 mm con bolsas > 3 mm en dos 0 mas dientes. En ambas
situaciones, la pérdida de insercion clinica no debe estar asociada a un factor local

(Papapanou y cols., 2018).

La periodontitis es considerada un problema de salud publica debido a su alta
prevalencia en la poblacién, incluida la poblacién chilena, se estima que a nivel
mundial 796 millones de personas presentan una periodontitis grave (Bernabe y
cols., 2017). En Chile, la prevalencia de pérdida de insercion clinica mayor o igual a
4 mm es de 93,45% en individuos de 35 a 44 afos (Morales y cols., 2020). La
periodontitis se caracteriza por la destruccion de los tejidos de insercion del diente
con la migracion apical del epitelio de unidn, esta destruccion es producto de la
respuesta inmune del hospedero estimulada por la presencia de una biopelicula
subgingival disbiética con predominio de especies patobiontes asociadas a
periodontitis que provocan un estado de inflamacion crénica en el individuo (Kwon
y cols., 2021). Sus consecuencias van desde la pérdida de insercion hasta la
pérdida de dientes, esto genera un impacto psicolégico, econdmico y social en el
individuo que la padece (Carvajal, 2016). Si bien, la presencia de una biopelicula
subgingival enriquecida en patobiontes es necesaria, no es suficiente para
desencadenar la enfermedad, por lo que el efecto que produce el desbalance
ecologico a nivel subgingival depende tanto de factores microbianos como del

hospedero y de la interaccion entre ambos.
Patogenia de la Periodontitis.

Como se sefal6é anteriormente, la periodontitis se desarrolla como una respuesta

inflamatoria no especifica a una biopelicula subgingival donde predominan especies



patobiontes que favorecen la inflamacién a través de mediadores proinflamatorios y
cambios en el sistema inmune que provocan la destruccion de los tejidos de soporte
periodontal (Herrera y cols., 2018). La forma en que se manifestara la enfermedad
ya sea la rapidez en su progresiéon como de la gravedad de ésta, depende de la
interaccion de factores del hospedero, ambientales y de los agentes microbianos
presentes. Entre los factores que pueden modificar la presentacion de la
periodontitis encontramos el consumo de tabaco (Rojas y cols., 2014), el embarazo
y la presencia de enfermedades sistémicas como la diabetes (Méndez y cols.,
2008).

La microbiota oral subgingival es compleja y esta compuesta por multiples especies.
Con la aplicacion de técnicas de secuenciacion masiva, se ha logrado definir con
mayor exactitud, la composicion de tales comunidades. Asi, en muestras
subgingivales de pacientes chilenos periodontalmente sanos o con periodontitis, se
han definido tres grupos (Abusleme y cols., 2013, Figura 1): (i) microbioma en salud:
compuesto por taxas predominantes en salud y que disminuyen su proporcién en
enfermedad; (i) microbioma subgingival central o del “core”. taxas presentes en
proporciones equivalentes tanto en salud periodontal como en periodontitis; y (iii)
microbioma en periodontitis: especies que aumentan su prevalencia y abundancia

en periodontitis.
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Figura 1: Especies bacterianas encontradas en salud, enfermedad y del “core”. Extraido de
The subgingival microbiome in health and periodontitis and its relationship with community biomass
and inflammation (Abusleme y cols., (2013)). Se indica aquellas especies presentes en al menos el
50% de los individuos en estado de salud (verde), enfermedad (rojo) o en ambas condiciones para
el caso de las integrantes del “core” (gris). Las subdivisiones marcadas con el nimero 1 son especies
que presentan alta prevalencia y abundancia entre los individuos, el 2 representa especies con alta
prevalencia, pero poca abundancia y en 3 son bacterias en que cada grupo presenta moderada
prevalencia y baja abundancia.

Los resultados descritos son coherentes con otros estudios incluidos en Abusleme
y cols. (2021) y Diaz y cols. (2016). Particularmente, el re-analisis de datos de
secuenciacion masiva de 11 estudios que caracterizaron las comunidades
bacterianas en estado de salud periodontal, gingivitis y/o periodontitis, confirmé una
mayor diversidad de especies en enfermedad comparado con salud. Asi, se
entiende que la periodontitis es causada por una disbiosis de la biopelicula
subgingival en que ocurren sucesiones ecoldgicas que llevan al establecimiento de
ciertas especies, sin que ocurra un reemplazo de las especies encontradas en salud
(Abusleme y cols., 2021).

Los estudios mencionados han permitido tener una idea bastante acabada de la

composicién de la microbiota subgingival. Asimismo, se ha demostrado que los



cambios en el microbioma subgingival observados en la transicién de salud a

enfermedad son especificos.

Caracteristicas de especies representativas de comunidades subgingivales

en la transicién de salud a periodontitis.

Pese a que existe evidencia del papel preponderante de especies patobiontes, tanto
en el inicio como la progresion de la periodontitis, se ha demostrado que especies
asociadas a salud y del “core” contribuirian al establecimiento de especies
asociadas a enfermedad, generando interacciones especificas entre ellas que
favorecen el establecimiento de la comunidad. Ejemplo de lo anterior, son
Actinomyces spp. y Streptococcus gordonii, ambas anaerobias facultativas Gram
positivo asociadas a salud periodontal. Mas aun, corresponden a colonizadores
primarios que favorecen la union de Porphyromonas gingivalis -bacteria asociada a
la periodontitis- a la biopelicula (Kolenbrander y cols., 1985). Particularmente, S.
gordonii presenta 2 mecanismos que permiten la coagregacion con P. gingivalis,
representando una interaccion clave para la colonizacién de la biopelicula en

desarrollo por P. gingivalis (Cook y cols., 1998).

Asimismo, Fusobacterium nucleatum que se ha asociado tanto a enfermedades
orales como extraorales, entre las cuales cuentan cancer colorrectal (Konkel y cols.,
2019), resultados adversos del embarazo y abscesos (Han, 2015), es una especie
del “core” clave que interactua con especies asociadas a salud como a enfermedad,
entre las que destacan especies de los géneros Porphyromonas, Propionibacterium,
Rothia, Streptococcus, Veillonella (Kolenbrander y cols., 1985), permitiendo asi el
establecimiento de la biopelicula subgingival. Ademas, se ha demostrado que
aumenta la secreciéon de citoquinas proinflamatorias, favorece la apoptosis de
células epiteliales y altera la respuesta inmune del hospedero (Kang y cols., 2019;
Signat y cols., 2011). Velllonella parvula, otra especie del “core”, utiliza como su
principal fuente de carbono y energia el lactato que es generado principalmente por
especies del género Streptococcus, y ademas se ha demostrado que facilita la
coagregacion de otras especies como F. nucleatum in vitro (Aas y cols., 2005).

Finalmente, favorece el crecimiento y virulencia de P. gingivalis cuando ésta se



encuentra en baja densidad a través de la secrecion de sefales solubles (Hoare y
cols., 2021).

Las especies asociadas a enfermedad como P. gingivalis, Porphyromonas
endodontalis, Prevotella melaninogenica, Streptococcus constellatus y Tannerella
forsythia (Figura 1), forman parte de comunidades compuestas fundamentalmente
por especies anaerobias estrictas Gram negativo que producen factores de
virulencia que favorecen la destruccion del periodonto de soporte. Dentro de estos
factores de virulencia, P. gingivalis expresa gingipainas que son un grupo de
endopeptidasas que le permiten obtener nutrientes a través de la degradacion de
proteinas, generando destruccién de la matriz colagena periodontal y del hueso
alveolar, ademas de interferir en la respuesta inmune (Ly y Collyer, 2011). Lo
anterior, sumado al estado de inflamacion presente en los tejidos, favorece la
presencia de productos de degradacion de tejidos lo que finalmente favorece la
colonizacion de otras especies patobiontes que perpettan este estado inflamatorio

y favorecen la progresion de la enfermedad (Hajishengallis y cols., 2012).

T. forsythia, por su parte, presenta una capa S que la recubre y protege de la
respuesta inmune del hospedero, ademas favorece su adhesiéon a células y la
colonizacion bacteriana, asi como provoca apoptosis de linfocitos y leucocitos a
través de la activacion de caspasa 8 (Ramos-Perfecto, 2020). Mas aun, ciertas
especies encontradas en estado de periodontitis presentan un sinergismo
aumentando la progresion y expresion de la enfermedad (Bricefio y cols., 2009). S.
constellatus, por su parte, se asocia a periodontitis refractarias (Colombo y cols.,
1998), donde el tratamiento convencional no es capaz de restablecer la eubiosis.
Finalmente, P. endodontalis produce colagenasas y proteasas, enzimas que ayudan
en la destruccion de los tejidos de soporte y su abundancia es directamente
proporcional con la presencia de P. gingivalis y T. forsythia en el saco periodontal
(Lombardo y cols., 2012).

Asi, debido a la relevancia de las interacciones inter bacterianas en el
establecimiento de las comunidades asociadas a periodontitis, es necesario contar
con modelos de estudios que consideren la diversidad de microorganismos

encontrados en la enfermedad.



Modelos de estudio de comunidades subgingivales.

En la cavidad oral se presentan una gran variedad de microambientes, lo que
permiten el establecimiento y modelacion de diferentes comunidades, asi, las
comunidades se estructuran de tal forma que presentan predominio de ciertas
especies de acuerdo a sus requerimientos nutricionales, disponibilidad de oxigeno,
potencial redox, entre otros (Xu y cols., 2015; Aas y cols., 2005). Mas aun, la
cercania entre estas especies en los distintos microambientes implica que en
muchos casos su desarrollo depende de las interacciones especificas con especies
vecinas, lo cual en ocasiones dificulta su monocultivo in vitro (He y cols., 2015).
Pefia y cols. (2007) encontraron que la disminucién del potencial redox se debe a
una accion sinérgica del componente aerobio de la comunidad que crea las
condiciones necesarias para el establecimiento de bacterias anaerobias con mayor

potencial de virulencia.

El desarrollo de modelos para el estudio de enfermedades polimicrobianas con
enfoque de comunidad son claves para obtener resultados que consideren las
interacciones interespecies. En periodontitis, tales modelos deben incluir especies
representativas tanto de salud como de enfermedad, asi como especies cuya
proporcion se mantiene en ambos estados, ya que las interacciones entre taxas de
distintos grupos resultan clave en el establecimiento de la comunidad asociada a la
enfermedad (Nazar, 2007). Ademas, de contar con elementos nutricionales y
ambientales que reflejen la complejidad encontrada en la cavidad oral.

Se han desarrollado diferentes tipos de modelos de biopeliculas in vitro, a partir de
los cuales se ha establecido que el modelo ideal deberia cumplir con las

caracteristicas sefialadas en la Tabla 1 (Ansbro y cols., 2023).
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Tabla 1: caracteristicas ideales que debe cumplir un modelo de biopelicula in vitro.

Caracteristicas deseadas de un modelo de biopelicula
Estandarizado

Reproducible

Econdémico

Facil de realizar

Que promueva el crecimiento de biopeliculas

Que permita la modificacién de las condiciones ambientales de la biopelicula de
acuerdo a la pregunta de investigacion que se quiera responder (por ejemplo,
adiciébn de agentes microbianos) ademas de pruebas comparativas entre las

diferentes modificaciones realizadas

Que permita el crecimiento de multiples especies y, por lo tanto, refleje la

complejidad de biopeliculas en la naturaleza

Que permita visualizacion directa y en tiempo real manteniendo el desarrollo de la

comunidad.

Adicionalmente, para desarrollar estos modelos, hay factores criticos a considerar,

como el tipo y tamafio de indculo y el sistema de cultivo (Ansbro y cols., 2023).

In6culos: como se menciono anteriormente las interacciones bacterianas presentes
en la biopelicula subgingival son complejas y extensas, los primeros estudios para
conocer el desarrollo y progresion de periodontitis se basaban en modelos
monoespecies que no representaban lo que realmente ocurre con la periodontitis
(Prado y cols., 2020). No obstante, sirvieron para estudiar las caracteristicas
metabdlicas de las especies analizadas (Lemos y cols., 2013). En la actualidad, se
usan modelos multiespecies que han demostrado que las biopeliculas mixtas

muestran una mayor virulencia en comparacion con los cultivos monoespecies
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como resultado de la sinergia polimicrobiana entre los miembros de la comunidad

(Ebersole y cols., 2017; Lamont y cols., 2018 y Prado y cols., 2020).

El origen de las especies inoculadas en la comunidad también es importante,
pudiendo utilizar in6culos como saliva, o bien cepas de laboratorio (Fux y cols.,
2005; Prado y cols., 2020). En el primer caso, existe varias desventajas, entre ellas:
(i) la variabilidad del in6culo, ya que este puede no estar constituido por especies
que se han considerado clave en la patogenia de la enfermedad, (ii) la cuantificacién
y composicion de la muestra puede ser dificil de estimar y dependera del donador,
momento de obtencion de la muestra, entre otros. Para solucionar estos
inconvenientes se pueden utilizar cultivos obtenidos en laboratorio, ya que son
estandarizados y permiten desarrollar comunidades de acuerdo con el objetivo del
estudio. Ademas, permiten una buena reproducibilidad de las comunidades y una
cuantificacion de especies mas simple. Una desventaja de estos indculos es que se
han descrito diferencias gendmicas entre las cepas de referencia de laboratorio y
las cepas clinicas, presentando estas Ultimas mayor plasticidad gendémica y
patogenicidad (Prado y cols., 2020).

Sistemas de cultivos: Estos se pueden clasificar como cerrados o abiertos
dependiendo de la disponibilidad de nutrientes, el primer caso los nutrientes se van
agotando a medida que avanza el experimento, ejemplo de esto es el cultivo en
placas de agar. En un sistema abierto, en cambio, existe la posibilidad de ir
agregando nutrientes y eliminando desechos, generando un cultivo continuo, como
el caso del quimiostato. Un quimiostato es un biorreactor en el que el caudal del
afluente (medio fresco) es igual al caudal del efluente (productos metabdlicos,
microorganismos Yy nutrientes sobrantes), manteniendo asi un volumen de cultivo
constante donde se puede controlar el caudal y mantener una concentracion de
sustrato constante, asi como proporcionar un control continuo del pH, la

temperatura, los niveles de oxigeno, entre otros (Maier y Pepper, 2015).

Como mencionamos anteriormente, existen mdultiples variables y métodos para
realizar modelos de comunidad, por lo que el protocolo de modelo escogido por los
investigadores dependera ya sea del objetivo de la comunidad, como de las

aplicaciones especificas y pregunta de investigacién que se quieran realizar con el
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modelo, ademas es necesario contar con todo los insumos e instrumental requerido
por la comunidad, para de esta manera poder cumplir con los requerimientos
necesarios de funcionamiento del modelo. En la literatura, existen publicaciones
basadas en co-cultivos y modelos de comunidades bacterianas, alguno de los
cuales se pueden observar en la Tabla 2, donde realizaron diferentes estudios con
el objetivo de averiguar como influyen las comunidades tanto en el inicio, progresion

y tratamiento de la periodontitis.

Tabla 2: Estudios realizados con enfoque de comunidad y sus resultados mas

relevantes.
Autor Tipo de | Especies Resultados
sistema
Sanchez y cols. | Cerrado | S. oralis La colonizaciobn de Streptococcus
(2011) A. naeslundii oralis y Actinomyces naeslundii
V. parvula precedieron al establecimiento de
F. nucleatum especies como  Aggregatibacter
P. gingivalis actinomycetemcomitans y P.
Aggregatibacter gingivalis.
actinomycetemcomitans
Romero-Lastray | Cerrado | S. oralis El 19,1% del genoma de P. gingivalis
cols. (2019) A. naeslundii, se expreso diferente cuando se creci6
V. parvula, dentro de una biopelicula en
F. nucleatuan comparacion al cultivo plancténico.
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
El-Awady y cols. | Cerrado | S. gordonii, Existe sinergismo entre las especies,
(2019) F. nucleatum lo que favorecia su diseminacion y la
P. gingivalis respuesta inflamatoria en
comparacion al monocultivo.
Prado y cols. Abierto 31 especies* Logra desarrollar una biopelicula
(2020) S. sanguinis estable a los 7 dias con 24 especies
S. gordonni de las seleccionadas inicialmente.
A. naeslundii
A. israellii
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Aggregatibacter
actinomycetemcomitans
F. nucleatum
P. gingivalis
Hoare y cols. Abierto P. gingivalis La interaccién especifica entre V.
(2021) V. parvula parvula y P. gingivalis favorece el
establecimiento de esta ultima incluso
cuando se encuentra en baja
densidad.
Aliy cols. (2021) | Cerrado | F. nucleatum P. gingivalis reduce la produccion de
P. gingivalis multiples proteinas en presencia de F.
nucleatum debido a las interacciones
entre ambas bacterias.
Davies y cols. Cerrado | F. nucleatum, Se observd que el crecimiento de la
(2021) S. constellatus, comunidad fue significativamente
Parvimonas micra mayor a los 2 dias en comparacion al
P. gingivalis cultivo monoespecie y que esto fue
facilitado por la expresion de
gingipainas por parte de P. gingivalis.
Ghesquiere y Abierto S. gordonii L-arginina inhibe el crecimiento y la
cols. (2023) S. oralis incorporacion de las especies
S. sanguinis patégenas y reduce el espesor y el
F. nucleatum volumen de la biopelicula.
P. gingivalis

*Para ver el listado completo de especies acceder a la referencia.

Considerando lo anterior, podemos sefialar que se ha demostrado que la interacciéon

tanto con especies asociadas a enfermedad como aquellas asociadas a salud

modifican la virulencia de patobiontes y afectan la progresion de la enfermedad. Por
lo tanto, la generacion de comunidades polimicrobianas es clave para comprender
tanto la etiologia de la periodontitis como los mecanismos involucrados en la
transicion de salud periodontal a periodontitis como también posibles blancos

terapéuticos.
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Como se presentd anteriormente, existen diferentes métodos para establecer
modelos de comunidades microbianas, la finalidad de este trabajo es construir una
comunidad conformada por 9 especies bacterianas caracteristicas del espacio
subgingival. Para desarrollar este objetivo, la técnica mas Optima seria utilizar un
sistema de cultivo abierto que asegure que todas las especies, independiente de
sus tasas de crecimiento individuales, tengan los nutrientes para desarrollarse
correctamente (Gabrilska y cols., 2015). Lamentablemente esta tecnologia presenta
como desventaja su mayor costo, necesita personal capacitado para utilizarlo y no
esta disponible en nuestro laboratorio, por lo que en este estudio se propone
generar una comunidad subgingival asociada a periodontitis in vitro en cultivo
estatico. Evaluaremos el comportamiento y crecimiento de cada una de las especies
bacterianas que la constituyen, de manera de obtener una comunidad estable que,
podra ser utilizada en estudios de interaccion microorganismo-célula en futuros
trabajos de nuestro laboratorio. La comunidad propuesta estard compuesta por
especies representativas de comunidades subgingivales humanas que fueron
seleccionadas en base a su relevancia en el establecimiento de la comunidad

asociada a la enfermedad y su factibilidad de crecimiento in vitro.
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HIPOTESIS.

De acuerdo con los antecedentes presentados, proponemos la siguiente hipotesis

de trabajo:

Es posible establecer una comunidad subgingival polibacteriana asociada a

periodontitis en un cultivo estatico in vitro.

OBJETIVO GENERAL.

Obtener una comunidad microbiana a partir de indculos puros, en un sistema
cerrado in vitro con especies bacterianas caracteristicas de una comunidad

subgingival de pacientes con periodontitis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1) Obtener monocultivos puros de Dbacterias subgingivales,
estandarizando su crecimiento para desarrollar una comunidad

bacteriana.

2) Generar una comunidad bacteriana de tipo subgingival asociada a
periodontitis, evaluando el crecimiento de cada especie dentro de la

comunidad bacteriana.
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METODOLOGIA.

Cepas Bacterianas: Se seleccionaron especies bacterianas representativas del
area subgingival, considerando tanto aquellas mayormente asociadas a salud
periodontal, periodontitis y, finalmente, especies del “core” que presentan la misma
proporcién en salud y enfermedad (Figura 1). Las cepas incluidas en la comunidad
forman parte del cepario del Laboratorio de Microbiologia e Inmunologia Oral de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile y se encuentran registradas en
la Tabla 3.

Condiciones de cultivo: Cada cepa fue cultivada a 37°C en atmdsfera aerobia,
anaerobia o capnofilica, de acuerdo a los requerimientos atmosféricos de cada
especie detallados en la Tabla 3. La atmdOsfera anaerdbica se logré mediante el uso
de Oxoid AnaeroGen (Thermo Scientific™ Oxoid™ AnaeroJar™ 2.5 L). La
atmosfera microaerofilica se realizdé en jarra de anaerobiosis (jarra anaerobiosis
Oxoid™) con vela. Las cepas se mantuvieron en cultivos sélidos en placas de agar
y se crecieron en tubos de cultivos liquidos por los periodos de tiempo especificados
en la Tabla 3, para obtener cultivos individuales que posteriormente fueron utilizados
para generar la comunidad bacteriana. Todas las condiciones de crecimiento fueron
previamente estandarizadas de acuerdo a las especificaciones de la “American

Type Culture Collection” (ATCC), incluyendo ciertas modificaciones.



Tabla 3: Cepas, condiciones y medios de cultivos.
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Especie Cepa Medio Atmosfera Periodo de
incubacion

Porphyromonas | ATCC 35406 | Caldo de BHI+ L-cisteina + anaerObica 3-4 dias
endodontalis hemina + menadiona

Agar BHI+ L-cisteina +

hemina + menadiona + 5% de

sangre de oveja
Porphyromonas | W83 Caldo de BHI+ L-cisteina + anaerObica 2-3 dias
gingivalis hemina + menadiona

Agar BHI + L-cisteina +

hemina + menadiona + 5% de

sangre de oveja
Prevotella ATCC Caldo de BHI + L-cisteina + anaerdbica 2-3 dias
melaninogenica | 258445 hemina + menadiona

Agar BHI + L-cisteina +

hemina + menadiona + 5% de

sangre de oveja
Streptococcus SK-53, Caldo BHI anaerObica 1dia
constellatus ATCC 27823 | Agar TS + 5% de sangre de

oveja
Tannerella ATCC 43037 | Caldo PY + suero de caballo anaeroObica 10 dias (
forsythia + NAM caldo)

*BHI: infusién cerebro corazén; TS: Tripticasa de soya; PY: peptona-levadura, NAM: acido N-acetil

muramico. En verde, especies asociadas a salud gingival, en gris las pertenecientes al “core” y en

rojo las especies presentes en mayor proporcion en periodontitis.
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Generacion de comunidades polibacterianas in vitro: Se generaron indculos
estandarizados congelados de todas las especies antes mencionadas, de acuerdo
a Hoare y cols. (2021). Para generar los in6culos congelados, todas las cepas se
crecieron hasta fase logaritmica y luego se normalizaron con medio estéril hasta
una densidad optica a 600 nm (ODeoo)= 0,7. Los caldos normalizados se separaron
en alicuotas de 1, 5y 10 mL, obteniendo 5 alicuotas de cada volumen antes
mencionado. Posteriormente, se centrifugaron a 400 x g por 15 minutos en tubos
conicos plasticos. El sobrenadante se eliminé cuidando de mantener los pellets, los
cuales se suspendieron en 100, 100 y 200 pL de medio de almacenamiento (medio
para el microorganismo + 10% (vol:vol) glicerol), respectivamente y depositados
mediante pipeta en tubos Eppendorf. Posteriormente, se rotularon con el nombre de
la especie y el volumen de cultivo del cual provenian y se almacenaron en crioviales

a -80°C, hasta la inoculacion de la comunidad.

En el momento de la inoculacién, se descongelaron rapidamente los criovales,
sumergiendo los tubos en un bafio a 37°C, a continuacion, se inocularon en el medio
de cultivo de la comunidad, el cual se basa en mucina y suero (modificado de
Kinniment y cols., 1996), segun se describi6 en Hoare y cols. (2021). EI medio
contenia mucina gastrica porcina 2,5mg mL-1 (Sigma), KCL 2,5mg mL-1, proteosa
peptona 20mg mL-1, extracto de levadura 1,0 mg MI-1, tripticasa peptona 1,0 mg
mL-1, cisteina.HCL 1,0 ug mL-1, hemina 5 uyg mL-1 y 10% I(vol:vol) suero equino
inactivado por calor (Sigma).

Tanto el tamafio de inéculo y el volumen de medio de cultivo varié dependiendo del
protocolo que se usoO para generar la comunidad. En este trabajo se utilizaron 3
protocolos diferentes con el fin de establecer la mejor condicion para el desarrollo

de la comunidad, los diferentes protocolos utilizados se especifican en la Tabla 4.
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Tabla 4: Protocolos usados para conformar las comunidades polimicrobianas.59

Vol.
Vol. de in6culo de ) Dias de Observacion
medi tomade
(uL) es
. o muestra
Comunidad Inoculo (mL)
usado
Ao Sg Fn Vp Pe Pg Pm Sc Tf
0123471 .
Protocolo 1 1mL 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 | 1000 1000 0 1 réplica
A)0,2,4,7,
11y14 duplicado (A'y
Protocolo 2 1mL 10 4 8 4 20 20 20 4 20 200 B)0.4.7, B)
10y 14
Protocolo 3 1mL 10 4 8 4 20 20 20 4 20 200 %13’7’11 y cuadriplicado

Una vez inoculadas las especies en la comunidad, se monitore6 su crecimiento y
se tomo6 muestras diariamente entre los dias 0 (=0, inmediatamente después de la
siembra) y dia 14 (t=14, 14 dias post inoculacion). Las muestras se procesaron

como se detalla a continuacion.

Recuento de unidades formadoras de colonias (UFC): Se realizaron recuentos
de microorganismos criticos dentro de la comunidad con la capacidad de crecer en
cultivo solido (Hoare y cols., 2021). Brevemente, se tomaron alicuotas de 100 pL,
se vortexearon y sonicaron 10 seg a 15% de amplitud (QSONICA modelo Q125),
luego se realizaron placas con diluciones seriadas en los medios especificados a
continuacion. Medio BHI suplementado con 5% sangre desfibrinada, 0,04% L-
cisteina, HCL 0,0025 g L-1 de vancomicina para cuantificar V. parvula, F. nucleatum,
P. gingivalis, P. melaninogenica, y P. endodontalis. Para cuantificar A. oris se utilizé
agar selectivo para Actino que consiste en agar triptona de soya (TSA)
suplementado con 0,5% glucosa, 0,0013% sulfato de cadmio, 0,008% fluoruro de
sodio, 0,00012% acriflavina neutra y 0,000025% fucsina. Para cuantificar S.
constellatus y S. gordonii se usé medio selectivo TYCs consistente en triptona 1,5%,
extracto de levadura 0,5%, L-cisteina 0,02%, sulfato de sodio 0,01%, cloruro de
sodio 0,1%, fosfato disodico (NazHPO4) 0,2%, acetato de sodio 2%, sacarosa 5% y

agar 1,5%.
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Los datos se tabularon de manera cualitativa de acuerdo con las magnitudes
obtenidas, los valores van de “+” cuando la magnitud es de 103 a “++++” cuando el
valor llega a 10°. Si no se podia realizar un recuento exacto de la dilucién ya sea

por proximidad o sobreposicion entre colonias se anotaron como incontable.

Cuantificacion de especies bacterianas por qPCR: Se cuantificé la carga
bacteriana total usando partidores especificos contra regiones conservadas del gen
qgue codifica para el 16S rRNA (Tabla 5). Adicionalmente, se realizaron qPCR de
genes especificos de todas las especies que conformaron la comunidad (S.
gordonii, F. nucleatum subsp. nucleatum, V. parvula, P. endodontalis, P. gingivalis,
P. melaninogenica, S. constellatus y T. forsythia). El DNA se aislé segun Abusleme
y cols. (2013), para luego realizar los gPCR segun las referencias indicadas en la
Tabla 5, utilizando la quimica SYBR green. Para la determinacion del numero de
copias de cada gen, se generaron curvas estandar usando los DNA gendmicos
respectivos. Las UFC estimadas fueron calculadas considerando el nimero de

copias del gen respectivo por célula bacteriana.
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Tabla 5: Partidores para la cuantificacion de las especies bacterianas por qPCR.

Especie* Secuencia (5"---> 3") Genes Referencias
objetivos
P. endodontalis F:TATTGACAAGGCTGTGGCTACC hsp60 Bordagaray y cols.,
R:TTCTTCGTCCCCATTAGCCGA 2021
P. gingivalis F: AGGCAGCTTGCCATACTGCG 16s rRNA Sakamoto y cols., 2001
R:ACTGTTAGTAACTACCGATGT
P. melaninogenica F: TCTTGATAGCTCAGTTTCTTCAATC ropB Zheng y cols., 2022
R:GCCTCAATCTCTGAGTGGCT
S. constellatus F: CCAGACGGAACACCAGTAGAC rpoB Park y cols., 20214
R: TCACGAACAGTATCCCAAAGG
T. forsythia F: AAAACAGGGGTTCCGCATGG 16S rRNA Fujisey cols., 2002
R: TTCACCGCGGACTTAACAGC
Carga bacteriana F: TCCTACGGGAGGCAGCAGT 16S rRNA Nadkarni y cols., 2002
total R: universal

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT

*En verde, especies asociadas a salud gingival, en gris las pertenecientes al “core” y en rojo las

especies presentes en mayor proporcién en periodontitis.

Andlisis estadistico: Se realizaron andlisis estadisticos para evaluar la
reproducibilidad del protocolo seleccionado en esta Tesis. Adicionalmente, se
verifico si existian diferencias en el crecimiento de cada una de las especies en la
comunidad, asi como de las especies agrupadas en: asociadas a periodontitis, del
core y asociadas a salud. Para los analisis se utiliz6 el software PRISM (GraphPad).
En primer lugar, se evaluo si habia una distribucion normal de los datos mediante el
test Shapiro Wilk; utilizando test ANOVA para distribucién normal y Kruskal-Wallis
para datos no distribuidos normalmente. Para analizar las diferencias significativas,
se utilizo el post-test de comparacion multiple de Tukey. Las diferencias

significativas se determinaron con un p<0,05.
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RESULTADOS
Generacion de cultivos puros:

El primer paso para la obtencion de la comunidad polimicrobiana in vitro propuesta
en este trabajo, fue obtener cultivos de cada una de las especies individualmente.
El objetivo fue obtener indculos puros con distinta carga bacteriana para generar la
comunidad, asi como obtener pellets para realizar extraccion de ADN vy utilizarlos
en las curvas estandar necesarias para la cuantificacion de cada especie en la

comunidad mediante qPCR.

Cada especie bacteriana fue cultivada segun las condiciones sefaladas en la Tabla
3. Para asegurar la pureza de cada cepa, se realiz6 un analisis macroscopico de las
colonias obtenidas en cultivo sélido en placas de Petri mediante el uso de lupa
estereoscopica y microscopico, utilizando tincion de Gram. Como es posible
observar en la Figura 2, obtuvimos cultivos puros para cada una de las cepas a

incluir en la comunidad.



Especie Imagen Imagen microscdpica
macroscopica

A. oris

S. gordonii

F. nucleatum subsp.

nucleatum

V. parvula

P. endodontalis
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P. gingivalis

P. melaninogenica

S. constellatus

T. forsythia No corresponde

Figura 2. Imadgenes macroscopicas y microscopicas de las cepas incluidas en
este estudio. Las imagenes de colonias fueron obtenidas con lupa estereoscépica
(aumento final de 5X), mientras que las microscépicas son cultivos teflidos con
Tincién de Gram, observados al microscopio 6ptico (aumento final de 1000X). Solo
T. forsythia fue observada al fresco con un aumento final de 400X. No se realizo
analisis macroscopico de T. forsythia, ya que no crece en cultivo sélido.

Una vez obtenidos los cultivos puros, se generaron los in6culos y pellets para
aislamiento de ADN segun se describio previamente. El nimero final de tubos
obtenidos de cada cultivo se detalla en la Tabla 6. Como se observa, obtuvimos 5
tubos con 1 mL de cultivo ajustado a ODeoo= 0,7, 5 con 5 mL del mismo cultivoy 5
con 10 mL del cultivo. Escogimos usar un rango amplio de volumenes para
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asegurarnos de contar con material suficiente para establecer las comunidades,
probando distintas proporciones de las especies. Todos los tubos fueron congelados
a -80°C en medio de cultivo con glicerol (proporcion medio de cultivo: glicerol = 10:1)
para asegurar la viabilidad de las especies. Los pellets para la obtencién de ADN
fueron procesados como se describe en Metodologia.

Tabla 6: Lista de indculos y pellets para extraccion de ADN obtenidos en este
estudio.

Numero de in6culos de cada Muestras para
volumen de cultivo extraccion de ADN
Especie 1mL 5mL 10 mL Numero de pellets
A. oris 5 5 5 4
S. gordonii 5 5 5 4
F. nucleatum subsp. 5 5 5 4
nucleatum
V. parvula 5 5 5 4
P. endodontalis 5 5 5 4
P. gingivalis 5 5 5 4
P. melaninogenica 5 5 5 4
S. constellatus 5 5 5 4
T. forsythia 5 5 5 4
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Generacion de comunidades polimicrobianas.

En este trabajo, nos planteamos como objetivo generar una comunidad in vitro en
un sistema cerrado que cumpliera los siguientes requisitos: (i) Incluir especies
representativas de salud periodontal, del “core”, y asociadas a periodontitis, (ii)
conseguir que todas las especies estuvieran representadas en el estado
estacionario, (iii) observar una biomasa comparable de todas las especies incluidas.
Con estos objetivos, generamos una serie de protocolos que difieren en el tamafio
del indculo incluido en la comunidad y en las condiciones de cultivo (Tabla 2). En
todos los casos, se utilizaron las condiciones descritas en Metodologia. Para la
presentacion de datos de recuentos en medios selectivos, lo realizaremos de forma
cualitativa ya que los medios selectivos utilizados no son especificos para una
determinada especie, por lo que el dato mas relevante aportado por estos recuentos

es la viabilidad bacteriana.

A continuacion, se detallan los Protocolos utilizados:

Protocolo 1: establecimiento de una comunidad polimicrobiana con el mismo

tamarfo de in6culo por cada cepa.

La primera comunidad que establecimos considero la utilizacion del mismo tamafio
de in6culo para cada especie, basada en nuestro trabajo previo de ensamblaje de
una comunidad en biorreactor (Hoare y cols., 2021). Mediante el uso de gPCR
dirigido a genes especificos de cada especie (Tabla 3), se calculé el niumero
estimado de UFC en el tiempo (Figura 3). Las especies Ao, Vp y Fn incrementaron
su biomasa hasta el dia 7 para luego entrar en estado estacionario. Mientras que
Pm y Sg crecieron hasta el dia 2 y luego se detuvo. Pg, Sc y Pe, por su parte, no
crecieron en la comunidad; mientras Pg se mantuvo con la misma biomasa hasta el
dia 2, y luego descendid, Sc y Pe mostraron una caida hasta el dia 2 y luego se
mantuvieron con la misma biomasa. Finalmente, Tf mostr6 una caida hasta el dia 4

luego un leve repunte hasta el dia 10.
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Figura 3. Cinética de crecimiento de especies incluidas en la comunidad
asociada a periodontitis generada con el mismo tamafio de in6culo por cada
cepa. Se muestra el célculo de las unidades formadoras de colonias estimadas a
partir de analisis por gPCR de cada especie.

Con el fin de confirmar que las especies incluidas en la comunidad estuvieran
viables, se realizaron recuentos en los medios selectivos: Actino selectivo para A.
oris, TYCs para Streptococcus spp. (S. constellatus y S. gordonii) y BHI
suplementado con vancomicina para P. gingivalis + P. endodontalis, F. nucleatum y
P. melaninogenica. En la Tabla 7 se observa que la comunidad establecida segun
el Protocolo 1 mostré crecimiento en BHI + vancomicina hasta el dia 2, en los dias
3y 4 no se observan colonias, el dia 7 se vuelve a observar crecimiento, pero menor
al observado los dias anteriores. En el medio Actino selectivo se obtuvieron
recuentos viables a lo largo del tiempo, sin observar un aumento considerable en la
biomasa. Finalmente, en TYCs se observo un aumento en el recuento viable hasta

el dia 2, luego de eso se mantuvo con una baja biomasa.
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Tabla 7. Recuento de unidades formadoras de colonias en medios selectivos de
muestras obtenidas de una comunidad generada con el mismo tamafio de in6culo
por cada cepa.

Dias
Medio de | TO T1 T2 T3 T4 T7 T10
cultivo
Vancomicina ++++ ++++ ++++ 0 0 o+ +
Actino ++ ++ ++ ++ 0 . 4+
TYCs + +++ ++++ +++ +++ +++ Incontable

+:103; ++: 10%; +++:105; ++++10°

Por lo tanto, este primer protocolo no nos permitié conseguir una comunidad en que
todas las especies incluidas crecieron y se establecieran en el co-cultivo. A

continuacion, se realizaron ajustes orientados a cumplir nuestros objetivos.

Protocolo 2: establecimiento de una comunidad polimicrobiana con tamanos de

in6culo calculados sequn la tasa de crecimiento de cada cepa.

Posteriormente, se realiz6 una nueva comunidad para la cual se calcul6 el tamafio
de inéculos considerando la tasa de crecimiento de cada especie, de acuerdo a
estudios anteriores realizados en nuestro laboratorio (Hoare y cols., 2021), asi se
us6 un mayor volumen para especies de crecimiento mas lento y un volumen menor

para especies de crecimiento mas rapido (protocolo especificado en tabla 4).

La cuantificacion por qPCR que se puede observar en la figura 4, mostré un
aumento de Tf hasta el dia 10, decayendo en tiempos posteriores. Vp y Pg crecieron
hasta el dia 7, mientras Vp entr6 en fase estacionaria, Pg mostré6 una leve
disminucién. En tanto, Pm creci6 hasta el dia 4, y Sg y Fn mostraron un aumento el
dia 2 el que se mantuvo en el tiempo. Finalmente, Pe, Ao y Sc no crecieron en la

comunidad. Sc particularmente, muestra un decaimiento sostenido en su biomasa
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a tiempos tempranos. En conclusion, no se consiguié una comunidad con
representacion de todas las especies en la comunidad. Las especies de crecimiento

mas rapido se vieron mayormente afectadas sin lograr crecer en la comunidad.
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Figura 4. Cinética de crecimiento de especies incluidas en la comunidad
asociada a periodontitis generada con tamafios de inéculo calculados segun
la tasa de crecimiento de cada cepa. Se muestra el céalculo de las unidades
formadoras de colonias estimadas de 2 réplicas a partir de andlisis por gPCR de
cada especie.

El recuento de células viables en medios selectivos permiti6 comprobar si hubo
crecimiento efectivo de las especies incluidas (Tabla 8). En TYCs se observé un
aumento en las UFC/mL a medida que pasan los dias en ambas réplicas de la
comunidad. En medio actino selectivo, se observé un leve aumento a tiempos
tempranos en ambas réplicas. No obstante, la réplica “B” se contamind (dos
morfologias coloniales y nameros inconsistentes), de manera que no debemos
considerar esos resultados. En el medio BHI suplementado con vancomicina se
observo un aumento aparente en los recuentos viables, sin embargo, se observaron
dos morfologias, blanca y rojiza. Debido a que lo esperable es observar colonias
negras (Pg y Pe) y blancas (Fn y Pm), probablemente las colonias rojas son

consecuencia de la sobreposicion de ambas morfologias coloniales. Considerar los
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nameros obtenidos, en consecuencia, puede inducir a errores en la interpretacion

de los resultados.

Tabla 8. Recuento de unidades formadoras de colonias en medios selectivos de
muestras obtenidas de una comunidad generada con tamafios de indculo
calculados segun la tasa de crecimiento de cada cepa. Se observan los recuentos
de las 2 réplicas realizadas.

Dias

Medio de cultivo Réplica TO T4 T7 T14
Vancomicina A ++ Incontable* - F*

B ++* Incontable 0 0
Actino A ++ 4+ 0 ++

B + Contaminado 0 0
TYCs A + Incontable A e+

B ++ Incontable ++++ +

+: 108; ++: 104, +++: 10%; ++++: 105; *se observaron 2 morfologias de colonias.

Protocolo 3: establecimiento de la una comunidad polimicrobiana con tamafnos de

indculo calculados segun la tasa de crecimiento de cada cepa y adicion de medio

fresco al momento de la toma de muestra.

Con los resultados obtenidos a partir de los protocolos 1y 2, se realiz6 una nueva
comunidad con el mismo volumen final y los mismos tamafos de inéculo que los
usados en el protocolo 2, es decir con volimenes estandarizados segun la tasa de
crecimiento. La novedad fue que, para evitar el agotamiento de nutrientes en el
medio y asegurar el establecimiento de especies de alta y baja tasa de crecimiento,

se adicion6 medio fresco cada vez que se tomé una muestra de la comunidad.

El analisis de la comunidad por gPCR mostr6 (Figura 5) que las especies Sg, Vp,
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Fn, Sc, Pm, Tf y Pg incrementaron su biomasa hasta el dia 7, para luego disminuir
levemente el dia 11, a excepcion de Sc que se mantiene constante; el dia 14 la
biomasa es equivalente al dia 7. Pe, en tanto, no aumento su biomasa en el tiempo,
pero tampoco decay0 considerablemente. El caso de Ao es particular, ya que, Si
bien se observa un incremento en su biomasa al dia 3, su biomasa a lo largo del
tiempo fue muy baja. Como se discutird mas adelante, esto probablemente se deba

al método de extraccion de DNA utilizado en este trabajo.
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Figura 5. Cinética de crecimiento de especies incluidas en la comunidad
asociada a periodontitis generada con tamafios de in6culo calculados segun
la tasa de crecimiento de cada cepay adicion de medio fresco al momento de
latoma de muestra. Se muestra el célculo de las unidades formadoras de colonias

estimadas a partir de andlisis por gPCR de cada especie de las 4 réplicas.

El paso siguiente fue evaluar el desarrollo de colonias viables a partir de estas
comunidades. Para el caso de este protocolo, solo mostramos los resultados
obtenidos de dos de las réplicas realizadas (Tabla 9). Se observa crecimiento en
todos los medios selectivos durante los dias de muestreo, a excepciéon de BHI
vancomicina de la comunidad B, donde el dia 14 no se observo colonias. En TYCs
los dias 0, 3 y 14 se observan 2 morfologias, una color crema y otra transparente,

probablemente provenientes de las dos especies de Streptococcus incluidas en la
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comunidad. En el caso de BHI suplementado con vancomicina también pudimos

observar 2 morfologias, unas colonias rojas y otras blancas.

Tabla 9. Recuento de unidades formadoras de colonias en medios selectivos de

muestras obtenidas de una comunidad generada con tamafios de indculo

calculados segun la tasa de crecimiento de cada cepa y adicion de medio fresco al

momento de la toma de muestra. Solo se hizo recuento en medio selectivos de 2 (A

y B) de las 4 réplicas.

Dias
Medio de cultivo Réplica | TO T3 T7 T11 T14
Vancomicina A ++* Incontable* Incontable* Incontable Incontable
B +++ Incontable* incontable Incontable 0
Actino A + +++ 0 Incontable +++
B + ++++ +++ +++ +++
TYCs A +4* Incontable* ++++ ++++ Incontable*
B +4* Incontable* ++++ ++++ Incontable*

+: 108; ++: 104, +++: 105, ++++: 10%; *se observan 2 morfologias de colonias.

Con los resultados anteriores, es posible demostrar que mediante la aplicacién del

protocolo 3, conseguimos obtener una comunidad en que las especies incluidas se

desarrollaron en el cultivo polimicrobiano. Este resultado fue consistente en las

cuatro réplicas realizadas.
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Caracterizacion de la comunidad asociada a periodontitis.

Una vez seleccionadas las condiciones experimentales que nos permitieron obtener
una comunidad que cumpliera con los requisitos planteados en este Trabajo de
Investigacion, evaluamos la carga bacteriana total a lo largo del tiempo, de manera
de tener una vision mas general de nuestra comunidad. En la Figura 6A se observa
que la carga bacteriana total aumenta hasta el dia 7 llegando a 1x10%° copias del
gen 16S rRNA/mL. En el dia 11, al igual que en el gPCR con marcadores genéticos
especie-especifico se presenta una leve disminucién de recuentos, que no llega a
ser significativa. Estos resultados son consistentes con la dindmica de crecimiento

de las especies individuales reportado en la Figura 5.

A partir del analisis de la distribucion de la biomasa bacteriana en el tiempo,
consideramos los tiempos T7, T11y T14 como estado estacionario de la comunidad,
ya que se observa la formacion de un plateau (Figura 6A). Con el fin de confirmar la
reproducibilidad del protocolo seleccionado para establecer la comunidad
subgingival, se calculé el promedio de la biomasa (nUmeros de copias del gen 16S
rRNA en estado estacionario (T7, T11y T14) en cada una de las cuatro réplicas del
experimento y se realizo un analisis estadistico. En la Figura 6B se observa que no
existen diferencias significativas entre las réplicas, por lo que el protocolo genera

resultados reproducibles.
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Figura 6: La biomasa bacteriana aumenta en el tiempo y es reproducible. (A)
Se muestra el promedio y desviacion estandar (DS) de la carga bacteriana total de
las 4 réplicas de la comunidad, obtenida segun el protocolo 3, medidas en el tiempo
(t=0 a t=14) por gPCR; (B) se muestra el promedio de la carga bacteriana total en
estado estacionario en cada réplica medidas en el tiempo.

A continuacion, quisimos analizar las proporciones de cada una de las especies
incluidas en la comunidad al llegar al estado estacionario, de manera de estimar
como se distribuyen en la comunidad climax. Para ello, calculamos la mediana de
cada una de las especies en los tiempos T7, T11y T14. En la Figura 7 se observa
gue todas las especies se encuentran representadas en la comunidad con medianas
en el rango de UFC/mL de aproximadamente 1x10° y 1x10% a excepcion de A. oris

gue se encuentra subrepresentada.

BEa Ao
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Figura 7: Mediana de las especies en estado estacionario varia de 10° a 10%2,
Se muestra la mediana de UFC en cada especie en estado estacionario (t=7; t=11
y t=14).

Finalmente, con el objetivo de definir las proporciones de especies asociadas a
salud periodontal, del “core” y asociadas a periodontitis en la comunidad climax,
calculamos el promedio de las especies correspondientes a cada uno de los tres

grupos en estado estacionario (Figura 8). Se observa que sus UFC van desde 108
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a 10%, con una mayor representacion aparente del grupo del “core” y la menor las
especies asociadas a salud. No obstante, estas diferencias no son estadisticamente

significativas (p>0,05) (Figura 8).
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Figura 8: Se muestra el promedio y distribucion de UFC de las especies
agrupadas en las 3 categorias antes descritas (asociados a salud, “Core” y
enfermedad). (p>0,05).
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Discusioén

La generacion de modelos de comunidades relacionadas a patologias
polimicrobianas como la periodontitis, es clave tanto para responder preguntas
sobre su etiopatogenia como probar potenciales tratamientos. Con el objetivo de
conseguir un sistema de instalacion simple en el laboratorio de Microbiologia,
generamos 3 protocolos diferentes en que inoculamos especies representativas de
los tres grupos caracteristicos de la microbiota subgingival: asociados a salud, del
“core” y asociados a enfermedad (Figura 1). Inicialmente (protocolos 1y 2), quisimos
replicar un modelo en sistema cerrado previamente estandarizado en nuestro
laboratorio (Hoare y cols., 2021), pero incluyendo mas especies y ajustando los
voliumenes de inoculacion a esta nueva composicion (Figuras 3 y 4). Como ya
describimos en la seccion de resultados, los qPCR dirigidos a marcadores
especificos de cada especie, mostraron un crecimiento limitado de éstas, sobre todo
de las asociadas a salud. Las comunidades alcanzaron su estado estacionario el
dia 2 para el protocolo 1y el dia 4 para el protocolo 2 aproximadamente. Lo anterior
también se refleja en los recuentos de UFC en medios selectivos, donde se observa
que el numero de UFC se mantiene estable en el tiempo (Tablas 7 y 8). A partir de
estos resultados, se puede especular que la disponibilidad de nutrientes podria estar
limitando el crecimiento de la comunidad (Jakubovics, 2015). Lo anterior ocurre
porque utilizamos un sistema cerrado, en que el medio de cultivo se agota
rapidamente, impidiendo la maduracion completa de la comunidad, desarrollandose
de mejor manera las especies de crecimiento mas rapido (asociadas a salud) (Zhu
y cols., 2013). De hecho, una caracteristica de estos sistemas es que hacen dificil
realizar experimentos durante un largo periodo de tiempo, el cual es requerido para
gue se establezcan colonizadores mas tardios de la comunidad (especies asociadas
a periodontitis) (Gabrilska y cols., 2015). La disponibilidad de nutrientes es
fundamental para el desarrollo de la comunidad, sobre todo de los colonizadores
tardios de la biopelicula, por lo que para el protocolo 3 decidimos que cada vez que
hiciéramos una toma de muestra, agregariamos el mismo volumen retirado, pero de
medio fresco. Con esta modificacién, logramos “abrir” el sistema cerrado y conseguir
gue hubiese disponibilidad de nutrientes frescos a intervalos periédicos durante el

curso del experimento. Asi, obtuvimos mejores resultados dado que todas las
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especies de la comunidad crecieron segun nuestras determinaciones por qPCR
(Figura 5).

Es importante destacar que la técnica de gPCR no permite discriminar entre
bacterias vivas y muertas, ya que solo detecta el ADN. Mediante el recuento de
UFC, en cambio, podemos recuperar solo aquellas bacterias viables (Tabla 9).
Segun estos recuentos, el nimero de UFC aumentaba conforme pasaban los dias,
es decir la adicion de medio fresco nos permitié conseguir un aumento en las células
viables, caracteristica que no habiamos observado en los protocolos anteriores con
un sistema cerrado estricto en que observamos una leve baja en los recuentos.
Sumado a la adicion de medio fresco, en el protocolo 3 se disminuy0 los dias de
toma de muestras, lo que también puede favorecer el crecimiento de la comunidad,
ya que las bacterias utilizadas son mayoritariamente anaerdbicas, por lo que la
entrada de oxigeno al sistema durante cada toma podria perjudicar el crecimiento.
En este sentido, Diaz y cols. (2002) observaron que se produjo una disminucion
estadisticamente significativa en la viabilidad celular de P. gingivalis a medida que
aumentaba la concentracion de oxigeno. Por todo lo mencionado anteriormente, el

protocolo niamero 3 cumplié con los objetivos propuestos de la presente tesis.

En las comunidades obtenidas a partir del sistema semi abierto conseguidas con el
protocolo 3, se observO que las especies, a excepcion de Pe aumentaron su
biomasa hasta el dia 2 y entraron a fase estacionaria el dia 7. SGnchez y cols. (2011)
describieron que biopeliculas desarrolladas en medio estatico alcanzaron su estado
estacionario entre 72 y 96 h después de la inoculacién. Asimismo, Prado y cols.
(2020) no encontraron diferencias significativas en el recuento de UFC entre
muestras recolectadas los dias 3 y 7 de una biopelicula desarrollada en un sistema
dinamico, similar a lo que ocurre con esta comunidad donde no se encontraron
diferencias significativas entre las distintas especies a ningun tiempo de toma de
muestra (Figura 7). Ademas, encontramos que V. parvula fue la especie que se
encontraba mas representada dentro de la comunidad, lo que concuerda con
diversos estudios. Violant y cols. (2014) evaluaron la adhesion de biopeliculas a
diferentes tipos de implantes mediante la formacion una biopelicula multiespecie

compuesto por Actinomyces naeslundii ATCC 12104, Veillonella parvula ATCC
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10790, Streptococcus gordonii ATCC 10558 y Fusobacterium nucleatum subsp.
polymorphum ATCC 10953. Entre los resultados se muestra que, en la composicion
de la biopelicula, la que presentaba mayor prevalencia era la especie V. parvula,
luego S. gordonii, seguida de F. nucleatum subsp. polymorphum (~10%) v,
finalmente A. naeslundii. Esto tiene sentido si consideramos que V. parvula es critica
en el crecimiento de un patobionte clave de la periodontitis como es P. gingivalis
(Hoare y cols., 2021).

El dia 11 de toma de muestra se observo una disminucion en los recuentos de
UFC/mL, esto podria haber ocurrido por diversos factores entre los que estan: no
homogenizar el medio de la comunidad antes de recolectar la muestra, lo que nos
da menos concentracion de bacterias, ya que éstas podrian estar decantadas; error
en el pipeteo que signific6 un menor volumen tomado o algun problema en la
extraccion de ADN. El dia 14 los recuentos de UFC/mL son similares a los obtenidos
el dia 7.

Un aspecto relevante a discutir es que en la Figura 5 se observan bajos niveles del
marcador genético de A. oris, determinados por gPCR. Lo anterior, podria explicarse
debido al protocolo de extraccién de ADN que se us6, ya que A. oris es una especie
Gram positivo que puede presentar resistencia a las enzimas liticas (Schleifer y
cols., 1972; Delisle y cols., 2006). En un estudio realizado por Diaz y cols. (2006)
donde proceso muestras que contenian Streptococcus gordonii DL1 y Actinomyces
naeslundii se encontraron secuencias de ambos genes solo cuando la muestra se
calenté a 100°C durante 10 min, por lo que proyectamos modificar la técnica de
extraccion de ADN segun Abusleme y cols. (2014). No obstante, ya que contamos
con los recuentos de células viables en el medio selectivo actino (especifico para el
género), podemos asegurar que A. oris crecid en la comunidad, llegando hasta 108

UFC/mL al dia 3 y decayendo un orden de magnitud al dia 14.

Ademas del medio Actino selectivo, en este trabajo se us6 un set de medios de
cultivos selectivos para evaluar el desarrollo de células viables en el tiempo,
lamentablemente solo el medio Actino selectivo es especifico para una de las
especies incluidas en la comunidad. Mientras que los medios TYCs y BHI

vancomicina seleccionaron mas de una especie, por lo tanto, solamente nos
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permitieron tener nimeros estimados de los recuentos viables. No obstante, el uso
de estos medios de cultivo nos ayudd a evaluar la viabilidad de la comunidad en el
tiempo y tener una visién general de como se desarrollaron las distintas especies.
En el caso de BHI vancomicina, pudimos obtener una estimacion del crecimiento de
V. parvula, F. nucleatum, P. gingivalis, P. melaninogenica y P. endodontalis; TYCs,
en tanto, es selectivo para Streptococcus, dandonos un estimado del crecimiento
de S. constellatus y S. gordonii. Esta fue la razén por la que se tomé la decision de
presentar estos datos de manera cualitativa ya que el nimero de UFC estimadas
no se podria atribuir a una especie especifica (Tablas 7, 8 y 9). En el medio BHI
vancomicina se observaron 2 morfologias de colonias, unas color rojas y otras
blancas, debido a que nuestro primer objetivo fue conseguir cultivos puros de las
especies que iban a formar parte de la comunidad (Figura 2), pudimos deducir que
las colonias de P. melaninogenica, F. nucleatum o V. parvula se observan de color
blanco y las color café pigmentadas de negro, presumiblemente pueden

corresponder a P. gingivalis o P. endodontalis.

Por lo tanto, debido a nuestra incapacidad de distinguir entre todas las especies en
medios de cultivo, usamos gPCR con partidores especificos para cada una de las
especies incluidas en la comunidad. EI qPCR nos permiti6 hacer un analisis
cuantitativo del crecimiento de éstas. Una desventaja del qPCR es que realiza
amplificacion del ADN bacteriano sin importar la viabilidad de las células, ya que el
ADN se mantiene estable después de la muerte bacteriana, por lo que no puede
discriminar entre bacterias vivas o muertas (Barbau-Piednoir y cols., 2014; Kralik y
cols., 2017 ), esto es una limitaciéon de este estudio, ya que no se contd con un
meétodo de verificacion de viabilidad de cada una de las especies que compusieron
la comunidad, por lo que no sabemos si la cuantificacion presentada son de células
viables. Existen diferentes métodos para poder determinar la viabilidad bacteriana.
Una forma seria contar con medios de cultivos selectivos para todas las especies
incluidas, donde logren desarrollarse hasta que se hagan visible, una desventaja es
gue en los medios selectivos las UFC de las especies pueden estar
subrepresentados (Ammann y cols., 2013). También se han desarrollado diferentes
técnicas para discriminar entre bacterias vivas y muertas en el gq°PCR, como lo es el

uso del propidio de monoazida (PMA) o la monoazida de etidio (EMA) que son
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moléculas intercaladoras de ADN que puede penetrar selectivamente en las células
con la membrana celular dafiada y formar enlaces covalentes estables de alta
afinidad después de la exposicion a la fotoactivacion a una luz visible intensa
(Nocker y cols., 2009). El enlace ADN-PMA inhibe la amplificacion por gPCR por lo
que se obtendra un resultado mas confiable, sin la sobreestimacion del numero de
las UFC viables. Sanchez y cols. (2014) determinaron que el PMA es eficaz para
diferenciar células viables y muertas de P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans y
F. nucleatum. Alvarez y cols. (2013) demostraron que esta metodologia es
adecuada para cuantificar las células vivas y muertas presentes en una biopelicula
oral multiespecie. Finalmente, Serety y cols. (2021) encontraron que el uso de PMA
junto con el gPCR puede entregar informacion mas certera respecto a la carga
bacteriana viable y la respuesta al tratamiento periodontal. Comparando los dos
colorantes, el PMA tiene la ventaja sobre el EMA de ser méas selectivo para las
células muertas (Nocker y cols., 2006; Flekna y cols., 2007; Cawthorn y Witthuhn,
2008).

Otra opcion de ver viabilidad bacteriana es a través del uso de microscopia confocal
junto a un kit de viabilidad bacteriana, como lo es el kit LIVE/DEAD™ BacLight™ el
cual cuenta con 2 tinciones, el primero es el SYTO 9™ el cual penetra todas las
membranas bacterianas sin distincion marcando las bacterias con un color verde.
El segundo colorante es el yoduro de propidio que tiene afinidad con las membranas
dafadas, lo cual provoca una reduccion de la fluorescencia de la tincion SYTO
dejando las bacterias que no presentan viabilidad marcadas de color rojo. Sanchez
y cols. (2011) a través de este método determiné que la viabilidad bacteriana
posterior a 168 horas de incubacion era del 23,7% en un modelo de biopelicula

estatica.

Con todo lo anterior, consideramos adecuado repetir el protocolo semi abierto para
la construccion de una comunidad tipo subgingival, incluyendo algun test de
viabilidad de las células, probablemente gPCR asociado a PMA o EMA para
asegurarnos de la viabilidad de todas las especies incluidas. Con una comunidad
con los controles necesarios, la potencialidad de usarla en distintas investigaciones

es muy grande. Ya que hemos conseguido estandarizar un modelo facilmente


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016770120800417X?via%3Dihub#bib11
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016770120800417X?via%3Dihub#bib3
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S016770120800417X?via%3Dihub#bib1
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realizable en un laboratorio de microbiologia.

41
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CONCLUSION

Se estandariz6 un protocolo para la obtencion de una comunidad asociada a
periodontitis con representacion de los 3 grupos de bacterias subgingivales (salud,

“core” y asociadas a periodontitis), facilmente montable en el laboratorio.
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