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RESUMEN:

Introduccidn: Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) es un colonizador primario de
la biopelicula dental asociada a salud. Esta bacteria produce peroxido de hidrégeno
(H20,), un sub-producto del crecimiento y que es bacteriostatico para otros
streptococci orales, como Streptococcus mutans (S. mutans), quien, bajo
condiciones determinadas de pH y disponibilidad de carbohidratos fermentables, se
relaciona con el inicio y progresion de la caries dental. En este contexto,
actualmente se propone una relacion sinérgica entre S. mutans y Candida albicans
(C. albicans), levadura comensal de la cavidad oral capaz de causar diversas
patologias en humanos.

El efecto de S. sanguinis, mediante la produccion de H,O,, en C. albicans no ha
sido completamente estudiado.

Segun lo mencionado anteriormente, el objetivo de este estudio es determinar
preliminarmente si existe modulacion del crecimiento de C. albicans, en co-cultivo

con S. sanguinis.

Material y Métodos: Se utilizd S. sanguinis SK36, S. mutans ATCC 25175, C.
albicans ATCC 90029 y un aislado clinico de C. albicans (P1-1) (proveniente de un
nifilo con caries activas). Se realizaron ensayos de competencia en medio liquido y
sélido de S. sanguinis 0 S. mutans con C. albicans (cepa de referencia o aislado
clinico), se determind pH y células viables para cada pareja en co-cultivo liquido.
Inhibicién del crecimiento en medio solido fue evaluada segun presencia de halo
inhibitorio préximo a alguno de los microorganismos. Ensayos fueron incubados en
microaerofilia a 37 °C durante 48 h con agitacion. Ademas, se realizd un test de
concentracion inhibitoria minima (CIM) de H,O, para ambas cepas de C. albicans y
también se determiné la cantidad de H,O, producida por S. sanguinis, de acuerdo a
una curva estandar previamente disefiada. Los datos fueron analizados de manera

descriptiva, comparando medianas entre distintos grupos y dentro de un mismo

grupo.

Resultados: En medio solido, C. albicans produjo halo inhibitorio sobre S.



8

sanguinis. En medio liquido, S. sanguinis y C. albicans (ATCC y P1-1) aumentaron
su crecimiento en co-cultivo, respecto de su crecimiento aislado. Ademas,
generaron siempre una alcalinizacion del medio, respecto al pH inicial. A 0,1 mM de
H.O, la sobrevivencia de ambas cepas de C. albicans se redujo en un 70%,
definiendo esta concentracion como la CIM. La cantidad estimada de H,O,

producida por S. sanguinis fue de 0,059 uM en todas las etapas de crecimiento.

Conclusiones: De acuerdo a los resultados obtenidos y a las limitaciones del
estudio, se puede concluir que S. sanguinis no inhibe el crecimiento de C.
albicans. Asimismo, ambos podrian contribuir en mantener el pH del
microambiente en niveles compatibles con salud oral.

El co-cultivo de C. albicans con S. mutans podria beneficiar el crecimiento de la
bacteria, en desmedro de la levadura. No obstante, cuando la levadura proviene
de una biopelicula cariogénica, su relacion con la bacteria podria tornarse mas
sinérgica. Entonces, el rol de C. albicans dentro del proceso de caries podria
depender de la condicion que presenta el microambiente, previo a la presencia de
la levadura.

El H,O, podria influir negativamente en el crecimiento de C. albicans, sin

embargo, este efecto estaria supeditado a su concentracion en el medio.



MARCO TEORICO:

Introduccioén

El ser humano presenta un amplio nimero de sitios susceptibles de ser
colonizados por microorganismos. En este contexto la cavidad oral tiene la
particularidad de presentar simultdneamente superficies blandas (mucosas) y
duras (dientes o proétesis dentales) (Scully y cols., 2008). Sélo en la cavidad oral
se estima que coexisten alrededor de 1300 especies de microorganismos
diferentes (Zhu y cols., 2014). De éstos, solamente el 54% estan oficialmente
identificados (HOMD: Oral Human Microbiome Database, disponible en:

http://www.homd.org/).

Se ha descrito que esta colonizacion es de naturaleza poli microbiana, con
diversos tipos de células procariontes y también eucariontes, cuyas interacciones

entre ellas aun no se han comprendido y establecido en su totalidad.

Como las enfermedades orales ocurren principalmente por la alteracion del
equilibro dentro de la comunidad microbiana, un mayor entendimiento de las
interacciones entre las distintas especies es fundamental para proveer mejores
directrices en la implementacion de nuevos tratamientos o acciones preventivas
para las enfermedades que afectan o tienen sus inicios en el sistema
estomatognatico (Diaz y cols., 2014), y que podrian eventualmente causar un
compromiso sistémico en el paciente, principalmente la caries dental y la

enfermedad periodontal.

Caries Dental

La caries dental es considerada la segunda enfermedad mas prevalente del ser
humano, superada sélo por el resfriado comun, y afecta al 90% de la poblacién
mundial (Petersen, 2004; Islam y cols., 2007). En nifios es 5 veces mas prevalente

gue el asma bronquial, que es la segunda enfermedad mas comun en dicho grupo
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etareo (Simon-Soro y Mira, 2015). Es ademas la principal causa de pérdida

dentaria y de dolor en la cavidad oral (Edelstein, 2006).

El proceso de caries es causado por la disolucion de los cristales de hidroxiapatita
gue conforman el esmalte, la dentina y el cemento radicular, debido al descenso
del pH provocado por los metabolitos de caracter acido resultantes de la
fermentacion de carbohidratos provenientes de la dieta del hospedero. Lo anterior
en el contexto del metabolismo de bacterias del tipo acidogénicas, es decir que
producen acido, y aciduricas, es decir, que son capaces de vivir en el ambiente
acido que ellas mismas generan, como por ejemplo, Streptococcus mutans (S.

mutans) y Lactobacillus spp. (Featherstone, 2008; Ferreira-Nobilo y cols., 2015).

Microbiologia en la Cavidad Oral

Previo al nacimiento, la cavidad oral es considerada estéril y esta compuesta solo
por superficies mucosas. Inmediatamente posterior al nacimiento, los diversos
microambientes de la boca tales como superficies mucosas, surco gingival, saliva
y posteriormente, la estructura dentaria, presentan las condiciones de humedad,
temperatura, pH y de disponibilidad de nutrientes Optimas para que diversas
especies microbianas puedan comenzar a colonizar (Cephas y cols., 2011). De
este modo, tan pronto como el diente comienza su proceso de erupcion, el
esmalte es cubierto por la denominada pelicula salival adquirida, que contiene
moléculas del hospedero, tales como glicoproteinas, glicolipidos, proteinas y
lipidos, las cuales permiten a los microorganismos adherirse y comenzar el

proceso de colonizacion (Buscher y Van Der Meri, 2000).

En condiciones de salud oral las bacterias predominantes en la superficie dentaria
son del género Streptococcus (8-86%), seguidas por las del género Actinomyces
(10-46%) y en menor medida bacilos anaerobios Gram positivos (0-21%) (Marsh y
Bradshaw, 1999).

Una vez establecidos en el hospedero, un reducido porcentaje de
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microorganismos (cercano al 1%) puede sobrevivir de manera aislada o
planctonica, el resto lo hacen organizados en comunidades denominadas
biopeliculas (Ramadan y cols., 2005). Es esta ultima forma de vida la causante de
la mayor cantidad de enfermedades infecciosas de origen microbiano en el ser
humano (Hall-Stoodley y Stoodley, 2009).

Biopeliculas en la cavidad oral

Una biopelicula se define como una comunidad heterogénea de microorganismos,
los cuales pueden ser de naturaleza eucarionte (hongos o protozoos), procarionte
(bacterias o archaeas) o viral, que se adhieren a superficies vivas o inertes y que
pueden estar inmersos en una matriz extracelular (MEC) compuesta por

exopolisacaridos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Harriot y Noverr, 2011).

Los distintos microorganismos pertenecientes a esta comunidad se comunican
entre ellos mediante sefiales quimicas-biolégicas que pueden difundir a través de
la MEC, en un proceso denominado “quorum sensing” (QS), que es representado
por la produccién, secrecion y captacion de las denominadas moléculas QS, las

cuales pueden ser tanto genéricas como especificas (Krom y cols., 2014).

Una vez que las primeras especies de microorganismos, denominados
colonizadores primarios o tempranos, ingresan a la cavidad oral, se genera la
biopelicula inicial, el cual ofrece nuevas superficies que permiten la incorporacion
de otras especies, los colonizadores tardios, quienes comienzan a modificar la
composicion de la biopelicula inicial. Para el éxito de esta biopelicula es de vital
importancia que exista coagregacion entre los distintos miembros de esta
comunidad, esto significa que se requiere una cierta proximidad célula-célula que
permita el intercambio y difusion de moléculas de sefalizacion y nutrientes
(Podbielski y Kreikemeyer, 2004).

Las bacterias del género Streptococcus estan entre las primeras colonizadoras de

los tejidos orales, esto se logra debido a la liberacién de una gran bateria de
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moléculas y proteinas de superficie celular que permiten el reconocimiento de
receptores celulares tanto de microorganismos, como por ejemplo, Actinomyces
naeslundii, Porphyromonas gingivalis y Candida albicans (C. albicans), entre

otras, como también del hospedero (Kerrigan y cols., 2007; Daep y cols., 2008).

La cavidad oral esta constantemente embebida en saliva, una secrecion que si
bien tiene altas propiedades antimicrobianas, antivirales y antifangicas (Hanning y
cols., 2005), también ayuda en multiples aspectos a la colonizacién microbiana.
La saliva es rica en moléculas biologicas activas que se encuentran a completa
disposicion de los microorganismos, y representa para ellos la mayor fuente de
carbohidratos y péptidos (Nasidze y cols., 2009). Algunos Streptococcus orales
producen adhesinas especificas que interactian con proteinas salivales que se
encuentran sobre el diente y las mucosas (Nobbs y cols., 2009). Se ha descrito
que las glicoproteinas salivales juegan un rol importante, ya que al unirse
selectivamente a ciertos componentes bacterianos, facilitan la union de
microorganismos con el hospedero y también con otras especies microbianas
(Struzycka, 2014). Del mismo modo, algunas proteinas salivales basicas ricas en
prolina, podrian actuar como receptores para la unién de algunos Streptococcus
orales a la pelicula salival adquirida (Marsh, 2005), como por ejemplo, a S.
gordonii, que puede unirse a dichas proteinas gracias a la expresién de la proteina

de superficie Hsa (Nobbs y cols., 2007).

De los Streptococcus orales, Streptococcus sanguinis (S. sanguinis), anaerobio
facultativo Gram positivo, es miembro de la microbiota enddgena del ser humano.
En la cavidad oral es considerado uno de los principales colonizadores primarios
asociados a salud, por lo que juega un rol importante en el inicio de la formacién
de la biopelicula (Nobbs y cols., 2009). S. sanguinis tiene la capacidad de secretar
agentes antimicrobianos, como proteinas intracelulares y peréxido de hidrégeno
(H20,), que tendrian efectos inhibitorios sobre algunos patégenos periodontales,
como Prevotella intermedia y P. gingivalis, y también sobre células fangicas del
tipo levaduras como Candida albicans (C. albicans) y C. tropicalis, sin embargo, el

mecanismo implicado sobre estas Ultimas es aun desconocido (Ma y cols., 2014).
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La formacion de esta biopelicula es entonces el resultado de complejas
interacciones sinérgicas, mutualistas y antagonistas entre los distintos
microorganismos (Kuramitsu y cols., 2007). Estas interacciones entre bacterias,
bacteria-hongo y entre hongos ocurren tanto en estado de salud oral como de
enfermedad y pueden ser benéficas o perjudiciales para el hospedero. Es por lo
tanto, el balance mantenido por las interacciones entre los participantes de la
comunidad, el ambiente y hospedero el que va a definir el estado de salud del
mismo (Shirtliff y cols., 2009; Krom y cols., 2014). Las interacciones sinergistas y
mutualistas brindan multiples beneficios para los microorganismos pertenecientes
a esta comunidad ecolégica. Se ha observado que la levadura C. albicans tiene la
capacidad de resistir de mejor manera las acciones del hospedero y de
antifingicos viviendo dentro de una biopelicula que haciéndolo en forma
planctonica (Samaranayake y cols., 2002). Ademas, clinicamente, las infecciones
causadas por biopeliculas presentan problemas de tratamiento debido a la mayor
resistencia de esta forma de vida frente a diversas terapias antibiéticas. Sumado a
esto, la naturaleza polimicrobiana de las biopeliculas exige que en diversas
ocasiones deban emplearse tratamientos mas complejos y especie-especificos

para los distintos tipos de microorganismos (Harriot y Noverr, 2011).

El desarrollo de la biopelicula resulta de un proceso altamente competitivo en
donde los colonizadores tardios utilizan diferentes mecanismos para, en un
estado de salud, mantener una homeostasis con los colonizadores primarios
(Kreth y cols., 2009).

En la cavidad oral, la colonizacion inicial ocurre en presencia de una alta tension
de oxigeno. Dicha condicién en el microambiente permite que un vasto nimero de
bacterias del género Streptococcus realicen sus procesos de respiracion celular,
con la consecuente produccién de metabolitos y factores de virulencia, entre los
cuales destaca el H,O, (Ramos-Montafiez y cols., 2008). Esto gracias a la
presencia de enzimas del tipo oxidasa como Piruvato oxidasa (Pox) y NADH

oxidasa (Nox) (Tittmann y cols., 2005).
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El H,0O,, subproducto del crecimiento aerdbico, estd muy relacionado con la
competencia y coexistencia dentro de las mismas biopeliculas, ya que es
inhibitorio del crecimiento de otros microorganismos co-residentes susceptibles a
él. S. sanguinis y S. gordonii producen y secretan H,O, como compuesto
antimicrobiano al competir con otros streptococci orales (Zhu y Kreth, 2010).
Ensayos in vitro realizados por Ge y cols. (2016) muestran que, en anaerobiosis,
colonias mutantes negativas para Nox (Nox) de S. sanguinis, tienen un recuento
de colonias considerablemente menor que el grupo control (que no presentaba
delecion del gen que codifica para Nox). Asimismo, los ensayos de competencia
realizados por Kreth y cols. (2008) describieron que cepas mutantes negativas
para Pox (Pox) de S. sanguinis y S. gordonii son incapaces de inhibir el
crecimiento de S. mutans, la cual ha reportado, junto a otras bacterias como
Staphylococcus aureus (S. aureus), ser susceptible al efecto bacteriostatico del
H.O, producido en bajas concentraciones (Kreth y cols., 2005; Uehara y cols.,
2006; Baldeck y Marquis, 2008).

Levaduras del género Candida

Dentro del grupo de los hongos se encuentran las levaduras del género Candida,
dentro del cual se han aislado mas de 150 especies desde la cavidad oral,
muchas de las cuales son colonizadoras comensales en el ser humano (Peleg y
cols., 2010; Gow Yy cols., 2011). Estas levaduras pueden llegar a ser patdgenos
oportunistas o patobiontes (Simoén-Soro y Mira, 2015) que, cuando logran superar
las defensas del hospedero, pueden provocar diversas patologias, con mas
frecuencia en pacientes que presentan su sistema inmune deprimido, ya sea por
quimioterapia o bien por ser portadores de VIH, 0o que permanecen por tiempos
prolongados en tratamiento con antibiéticos de amplio espectro, entre otras (Jin y
cols., 2004).

Dentro de este género, C. albicans es considerada la especie oportunista mas
frecuentemente aislada y la mas patogénica del género (Schulze y cols., 2009).

Se estima que es la causante de un 90% de las infecciones fungicas a nivel
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sistémico (Nobbs y cols., 2010), seguido de C. glabrata, C. parapsilosis y C.
tropicalis (Trofa y cols., 2008). Es ademas, la tercera causa de infecciones
nosocomiales del torrente sanguineo (Perlroth y cols., 2007). Sélo para el
tratamiento de estas enfermedades EEUU gasta entre 2-4 billones de dolares /afio
(Wilson y cols., 2002).

C. albicans es una levadura unicelular que tiene la capacidad de vivir como un
microorganismo comensal en los érganos genitales, en el tracto gastrointestinal y
en la cavidad oral (Soll, 2002). Sin embargo, puede llegar a causar desde
infecciones comunes como estomatitis e infecciones genitales, hasta candidiasis
de distinto grado de severidad (Pfaller y Diekema, 2007). A nivel oral, se estima
que la estomatitis asociada a Candida afecta a mas del 65% de los portadores de

prétesis removibles (Williams y cols, 2011).

C. albicans tiene la capacidad de colonizar catéteres, stents, implantes y protesis
dentales, debido a la gran cantidad de proteinas de adhesion expresadas en su
superficie celular. Asimismo, estas proteinas desempefnan diversas funciones en
la formacion de la biopelicula, donde son protagonistas de diversas interacciones
biolégicas con los otros microorganismos presentes en ella (Jenkinson y Douglas,
2002). Es asi como se ha descrito que C. albicans puede coagregar con
colonizadores tempranos como S. gordonii, S. sanguinis y S. oralis (Bamford y
cols., 2009; Diaz y cols., 2014). Estudios han concluido que S. gordonii gatilla
algunos factores de virulencia de C. albicans (Ricker y cols., 2014), y que otros
Streptococcus actuarian de manera similar (Xu y cols., 2014). C. albicans
desarrolla hifas que permiten la uniéon con S. gordonii via proteinas de pared
celular como SspA y SspB, presentes en la superficie de dicha levadura (Bamford
y cols., 2009). Ademas, S. aureus también utiliza las hifas de C. albicans
previamente establecidas para adherirse a la biopelicula (Harriott y Noverr, 2010;
Peters, 2010).

La capacidad que tiene C. albicans para mantenerse en la cavidad oral y causar

patologia, en ciertos casos, se debe en gran medida a la amplia cantidad de
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factores de virulencia que posee, por ejemplo, la produccion de enzimas
extracelulares, de las cuales fosfolipasa B, lipasas y aspatrtil proteinasas (SAPS)
son consideradas las mas importantes (Naglik y cols., 2003). En relacién a lo
anterior, C. albicans posee diez genes SAP, cuyas expresiones dependen de las
condiciones ambientales y del hospedero (Naglik y cols., 2003). Solamente la
proteasa SAP2 se expresa en altas cantidades en cultivos de esta levadura
(Koelsch y cols., 2000). Esta levadura ademéas produce fosfatasas alcalinas,
hialuronidasas y condroitinsulfatasas que degradan componentes de la MEC. Las
SAPs se relacionan con la adhesion a la estructura dentaria, ademéas de la
degradacion de proteinas y componentes de la MEC (Li y cols., 2014). Andlisis in
vivo realizado por Naglik y cols. (1999), determinaron que los genes SAP2, SAP4
y SAP6 son los que se expresan predominantemente en cavidades orales tanto
en sujetos sanos que portan estas levaduras como en sujetos con candidiasis
oral, mientras que SAP1, SAP3, SAP5 y SAP7 se expresan solo en pacientes con
candidiasis oral. La patogénesis de Candida podria entonces tener estrecha
relacion con el tipo de SAP expresada. Ademas, se ha observado una mayor
produccion de hifas y sobreexpresion de SAP2 y SAP6, entre otros genes, en
biopeliculas de C. albicans con S. sanguinis y S. mutans comparado con
biopeliculas sélo de C. albicans sobre superficies de titanio (Cavalcanti y cols.,
2016). Resultados similares se obtuvieron con SAP4 y SAP6 en superficies
acrilicas (Cavalcanti y cols., 2015). SAP1, por su parte, aumenta su expresion en
nifios con Caries Temprana de la Infancia (CTI) (Li y cols., 2014). Aunque la
expresion de estas enzimas en biopeliculas mixtas es adn incierta, se puede
inferir una relacion positiva entre la virulencia de esta levadura y la expresion de

dichas proteinas.

Por otro lado, Candida esta constantemente expuesta a especies reactivas de
oxigeno (ROS), como el H,0,, producido tanto por otros microorganismos como
por algunas células fagociticas del hospedero (Brown, 2011). Este agente quimico
provoca estrés genotoxico y oxidativo en la levadura, ademas promueve el
crecimiento filamentoso (Nasution y cols., 2008). Para prevenir y/o reparar este

dafio la levadura tiene sistemas de detoxificacion de ROS presentes en ella, tales
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como: activacion de los genes de catalasa y la induccién de sistemas
antioxidantes, que utilizan glutation o tioredoxina como agentes reductores, en
reacciones que son catalizadas por las enzimas glutation peroxidasa Yy
peroxiredoxina, respectivamente. Estos tres sistemas en conjunto definen la
capacidad antioxidante total de la levadura. De éstos, la activacion del gen de la
catalasa es considerada la mas importante en la eliminacion del H,O, del medio
(Abegg y cols., 2012; Komalapriya y cols., 2015). Para la mantencion de estos
sistemas es imprescindible la presencia de NADPH, que es obtenido a partir de la
via de las pentosas-fostato (Komalapriya y cols., 2015). También se ha descrito
que C. albicans libera farnesol, una molécula relacionada con la comunicacion
célula-célula que participa también como respuesta frente a dafio oxidativo
(Westwater y cols., 2005). Farnesol podria ser una molécula moduladora de la
biopelicula afectando la sobrevivencia de otros microorganismos tales como las

bacterias.

Otra habilidad muy importante para la patogénesis de la candidiasis es la
capacidad de C. albicans de adoptar diferentes formas de crecimiento, ya sea
como una célula unica (forma de levadura) o como forma filamentosa (hifa o
pseudohifa) (Berman, 2006), importantes para su diseminacion e infeccion,
adhesion y formacion de biopeliculas, respectivamente (Bastidas y Heitman,
2009). La forma de hifa también protege a la levadura de la fagocitosis y
promueve la invasion a las superficies epiteliales (Williams y cols., 2011). El
cambio de morfologia de levadura a hifa o viceversa, es considerado el factor de
virulencia mas importante de este microorganismo (Bastidas y Heitman, 2009) y
puede estar influenciado por diversas variables. Se ha descrito que metabolitos
bacterianos, como algunos péptidos secretados por S. mutans, pueden influenciar
vias involucradas en la transicion hifa/levadura de C. albicans. Cavalcanti y cols.
(2015) concluyen que la presencia de bacterias especificas promueve la
proliferacion de C. albicans en estado de hifa, resaltando su invasién de tejidos.
Asimismo, el co-cultivo de la levadura con otros Streptococcus spp. puede
provocar un descenso del pH en el microambiente circundante e inactivar ciertos

factores de transcripcion involucrados en la formacion de hifas. Por lo tanto, el pH
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podria influenciar también esta transicion morfolégica (Gow y cols., 2011). Del
mismo modo se ha observado que algunas proteinas salivales como las
estaterinas inducen la formacion desde un estado de hifa a uno levaduriforme, lo
gue podria considerarse un mecanismo de defensa del hospedero contra la

candidiasis (Leito y cols., 2009).

La formacion de una biopelicula también es muy favorable para esta levadura, ya
que le permite resistir la accion limpiadora del flujo salival y de las moléculas de
defensa del hospedero (Williams y cols., 2011), ademas de brindar mayor
resistencia a antifungicos como el fluconazol, sobre todo si esta biopelicula esta
compuesta también por bacterias. Se ha descrito que las células flngicas
modulan la accion de antibiéticos y a su vez las bacterias afectan la actividad de
agentes antifingicos en biopeliculas mixtas (Jenkinson y Douglas, 2002; Douglas,
2002).

Microbiologia de la Caries Dental

Las caracteristicas microbiolégicas de la caries dental hacen que, actualmente, los
postulados de Kdch no sean aplicables a ella, por lo que es considerada una
enfermedad infecciosa no clasica. Esto por ser un proceso multifactorial, con un
elevado numero de microorganismos no especificos involucrados en una misma
lesion, los cuales ademas van a depender del tejido dentario afectado (Fejerskov,
2004).

Andlisis taxondmicos realizados por Simon-Soro y cols. (2013) indican que la
composicidon microbiana de una biopelicula cariogénica varia segun el tejido
afectado, habiendo una sucesion microbiana entre una etapa y otra. Es asi como
en una primera instancia, en las lesiones confinadas a esmalte, hay un predominio
de bacterias del tipo acidogénico, las cuales por su ubicacion tienen mejor acceso
a los carbohidratos fermentables de la dieta, y en donde S. mutans, entre otros
Streptococcus spp., es relativamente comun. Sin embargo, cuando la lesién de

caries avanza hacia el tejido dentinario, la biopelicula (y la proporcion de S.
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mutans) comienza a cambiar considerablemente, predominando ahora especies
proteoliticas pertenecientes al género Prevotella o Fusobacterium, entre otras. Lo
anterior se condice con el hecho de que el tejido dentinario tiene una menor
proporcion de tejido mineralizado y mas materia organica, con un pH critico de

desmineralizacion mayor (6,7 aprox.) (Simon Soro y cols., 2013).

En condiciones de salud oral (ausencia de caries), S. sanguinis es considerada
una bacteria antagénica de S. mutans (Becker y cols., 2002). Esto fundado en el
hallazgo de que en dicha condicion se han observado altos recuentos de S.
sanguinis en placa dental con bajos niveles de S. mutans, y por el contrario, en
condiciones de caries, se han observado altos recuentos de S. mutans en placa

dental versus bajos recuentos de S. sanguinis (Ge y cols., 2008).

Cabe destacar que durante décadas, S. mutans fue considerado el principal
agente causal en la caries dental y por ende era el objetivo mas importante de las
estrategias terapéuticas. No obstante, con los nuevos métodos de secuenciacion
en base a ADN, ARNr 16S y estudios metagendmicos de especies obtenidas
desde saliva y/o lesiones de caries, concluyen que S. mutans so6lo conformaria
alrededor del 0,7-1,6 % de la totalidad de especies involucradas en el proceso de
caries, y tan sélo el 0,1 % de las bacterias que conforman la placa dental (Simon-
Soro y cols., 2013; Simén-Soro y Mira, 2015).

El disacarido sacarosa proveniente de la dieta es utilizado por las enzimas
glucosiltransferasas (Gtfs) de S. mutans para producir exopolisacéaridos, que son
un componente esencial y basico para el inicio de la construccion de la MEC de
una biopelicula cariogénica (Bowen y Koo, 2011). Gregoire y cols. (2011)
concluyeron que las enzimas Gtfs de S. mutans se unen a las hifas de la levadura
C. albicans, lugar donde esta célula fungica produce exopolisacaridos (Morales y
Hogan, 2010), ayudandola a producir una MEC rica en glucanos que favorecen la
instalacion de S. mutans en la superficie dental, lo que sugiere que estos
microorganismos desarrollan una relacién simbiotica que realza la virulencia de

ambas. Por otro lado, ambos microorganismos son al mismo tiempo considerados
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acidogénicos y acidotolerantes, ademas de crecer juntos en presencia de

sacarosa (Jin y cols., 2004; Klinke y cols., 2009; Falsetta y cols., 2014).

Andlisis gendmicos han encontrado también secuencias de ADN compatibles con
levaduras del género Candida, principalmente C. albicans, tanto en lesiones de
esmalte como de dentina (Simén-Soro y cols., 2013). En nifios con CTI, ademas
de los elevados recuentos de S. mutans, también se han encontrado altos
recuentos de C. albicans, lo que se condice con el hecho de que en nifios libres
de CTI, esta levadura ha sido débilmente encontrada (de Carvalho y cols., 2006;
Yang y cols., 2012). Raja y cols. (2010) plantean una relacion positiva entre la
presencia de caries en niflos escolares entre 6 y 12 afios y el recuento de C.
albicans. Esto al observar que dichas levaduras podian no aislarse en un nifio con
boca sana, sin embargo, en la saliva de un nifio con caries, siempre se

encontraban presentes y en altos recuentos.

C. albicans posee la capacidad de metabolizar azucares de la dieta formando
también acidos, como &cido piravico y acético, que podrian ayudar a la disolucion
de la hidroxiapatita del esmalte y la dentina (Nikawa y cols., 2003). Por todo lo
anteriormente mencionado se puede sugerir que C. albicans estaria asociada con
la patogénesis tanto de la CTI, como de la caries dental en general, pudiendo

favorecer su inicio, severidad y extension (Raja y cols., 2010).

Si bien hay descritas interacciones entre C. albicans y diversos microorganismos,
los tipos de interacciones y mecanismos entre bacteria-hongo o entre esta
levadura y los colonizadores tempranos de la biopelicula oral no estan claramente
entendidos. Por lo tanto, estudiar la relevancia de lo mencionado anteriormente en

salud y enfermedad oral es pertinente.

Debido a los antecedentes expuestos, es necesario desarrollar estudios que
ayuden a abrir el conocimiento acerca de interacciones existentes entre estas
levaduras, tanto con los microorganismos colonizadores de la biopelicula dental

como con aquellos dominantes de una biopelicula cariogénica, para determinar el
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tipo de interaccion biologica (antagonismo, sinergismo, inhibicion del crecimiento)
gue pueda existir entre ellos, de tal manera ir revelando la coexistencia entre estos
microorganismos co-residentes en la cavidad oral. Es en ese contexto que esta
propuesta de investigacion pretende aportar de manera preliminar, si existe una
modulacién del crecimiento por parte de S. sanguinis hacia C. albicans, cuando se
someten a ensayos de co-cultivo. Esto es analizar un efecto de competencia de la
levadura con colonizadores tempranos, principalmente S. sanguinis (a través de
H.O,) para mantener la levadura en niveles reducidos compatibles con salud oral
(analizando su crecimiento y expresion del gen SAP2, uno de los principales

factores de virulencia).

Este estudio podria brindar informacion relevante para posibles tratamientos
futuros contra la caries dental, ya no solamente desde el punto de vista bacteriano
o fungico de manera aislada sino que entendiendo que las interacciones flngicas
y bacterianas influencian la transicion de salud a enfermedad en el hospedero
(Peleg y cols., 2010).
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HIPOTESIS:

1. La viabilidad de Candida albicans disminuye al co-cultivar la levadura con S.
sanguinis.
2. La expresion del gen SAP2 de Candida albicans disminuye al cultivarla en

presencia de H,0,.

OBJETIVOS:

OBJETIVO GENERAL:

1. Determinar el efecto de co-cultivar S. sanguinis con C. albicans sobre el
crecimiento de la levadura.

2. Medir el efecto del H,O, en el crecimiento y en la expresion del gen SAP2 de la

levadura.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Evaluar la viabilidad de C. albicans en ensayos de competencia con S.
sanguinis.

2. Determinar la Concentracién Inhibitoria Minima (MIC) de H,O, que inhiba el
crecimiento de C. albicans.

3. Cuantificar la produccién de H,O, de S. sanguinis en cultivo liquido.

4. Analizar la expresion del gen SAP2 en C. albicans al cultivarla en presencia de
la MIC de H,0,.
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MATERIALES Y METODOS:

Tipo de estudio: Experimental, descriptivo y cuantitativo.

Cepas bacterianas y de levaduras: Se utilizaron las bacterias orales
Streptococcus sanguinis SK36! y Streptococcus mutans obtenida desde American
Type Cell Collection (ATCC) 25175 (usada como control), ademas, la levadura
Candida albicans ATCC 90029. Se utiliz6 también un aislado clinico de C. albicans
denominado P1-1 (confirmado por analisis microbiolégico, PCR y secuenciacion),
proveniente de una muestra de saliva total no estimulada de un nifio preescolar
con caries con un indice ICDAS lI= 6°.

Por lo tanto, en este proyecto se trabajaron solo con los cuatro microorganismos

mencionados y no con muestras bioldgicas.

Ensayos de inhibicion del crecimiento: Fueron realizados en medio sdlido y
liguido segun Kreth y cols. (2008), con modificaciones. Brevemente, ensayos en
medio sélido fueron realizados en placas con medio Todd Hewitt Broth (THB; BBL,
BD) agar en las cuales se sembraron 10 yuL de un cultivo del microorganismo
colonizador (S. sanguinis/S. mutans o C. albicans ATCC/P1-1) y 10 pL del
microorganismo competidor (S. sanguinis/S. mutans o C. albicans ATCC/P1-1) de
manera simultanea y diferida, a una densidad 6ptica de 600 nm de longitud de
onda (D.O.s00nm) de 0,36 y 0,5 para bacterias y 0,38, 0,6 y 0,8 para levaduras, e
incubados durante 16 h a 37 °C en condiciones de microaerofilia. Luego del
periodo de incubacion, en los cultivos diferidos, se sembr6 el microorganismo
competidor en la misma placa, muy proximo al microorganismo colonizador, casi
tocandose. La placa fue nuevamente incubada durante 16 h. La inhibicién del
crecimiento fue evaluada en términos de la presencia/no presencia de una zona de

inhibicion proximal en la vecindad de uno de los microorganismos.

. Cepa bacteriana cedida por el Dr. Jens Kreth, perteneciente a la Universidad de Oklahoma Health Sciences Center,
Oklahoma City, Oklahoma, Estados Unidos.

2 La obtencion de esta muestra fue realizada en el marco del ya finalizado Proyecto Fondecyt N° 3120164 “Efecto de
factores de virulencia de Lactobacillus casei y Candida albicans sobre parametros de crecimiento y viabilidad celular de

Streptococcus sanguinis: un colonizador temprano del biofilm dental en ausencia de caries”.
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Para ensayos en medio liquido, se inocularon de forma aislada, simultanea y
diferida (24 h de diferencia entre microorganismo colonizador y competidor) S.
sanguinis/S. mutans (15 pL de cada una) con C. albicans ATCC/aislado clinico (15
uL de cada una) a una D.O.g00nm de 0,6 para bacterias y 0,38 para levaduras en 1
mL de medio THB estéril en una placa para cultivo celular de 24 pocillos Costar
(Corning, Inc., Corning, NY), para crecimiento en co-cultivo. Los microorganismos
fueron incubados durante 48 h con agitacion en condiciones de microaerofilia a
37 °C. A las 24 y 48 h de incubacién, se tomaron alicuotas de los cultivos, los
cuales fueron diluidos en serie (10'5 y 10° ‘l\) y sembrados en placas con medio
Brain Heart Infusion (BHI; BBL, BD) agar y Sabouraud-Dextrosa (SD; BBL, BD)
agar suplementado con tetraciclina a una concentracion final de 5 pg/mL. Las
alicuotas de cultivo en ambos medios con agar se sembraron por duplicado, para
el desarrollo de colonias de bacterias y levaduras, respectivamente. Luego del
periodo de incubacion se realiz6 el recuento de las colonias desarrolladas,
expresandolas en Unidades Formadoras de Colonias por mL de cultivo (UFC/mL).

Ademas, se midié pH al inicio y al final del experimento.

Test de Concentracién Inhibitoria Minima (MIC): Se realizaron para evaluar la
concentracion de H,O, que disminuye el crecimiento de C. albicans (ATCC o
aislado clinico). Se sembro la cepa de referencia de la levadura C. albicans en
placas con medio SD agar suplementado con distintas concentraciones de H,0,
0,1 mM, 05 mM, 0,75 mM, 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM y 5 mM) para
posteriormente obtener el recuento de colonias viables (UFC/mL). Las placas

fueron incubadas en condiciones aerdbicas durante 48 h a 37 °C.

Determinacion de la concentracion de H,O, de S. sanguinis: Se realizé en
cultivo liquido, segun Gilliland (1968) y modificado por Kreth y cols. (2008).
Brevemente, la bacteria fue cultivada en medio BHI hasta fase estacionaria. Se
colectaron muestras de cultivo en fase de latencia, fase exponencial temprana,
tardia y fase estacionaria. Las muestras (1 mL) fueron centrifugadas a 13.000
rom durante 5 min, el sobrenadante se esterilizé6 mediante filtros de tamafio de

poro 0,22 uM (Merck Millipore) y se transfirié6 a un tubo estéril. Posteriormente,
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200 pL de sobrenadante se mezclé con 0,8 mL de buffer fosfato 10 mM pH 7,4;
0,16 mM de o-dianisidine (Sigma-aldrich), 1,2 pg/mL de enzima peroxidasa de
rabano (Pierce) y 0,02 % de triton x-100 (Calbiochem). La mezcla se incubo a
37 °C durante 20 min. La absorbancia fue medida a 570 nm y la concentracion
de H,O, fue calculada de acuerdo a una curva estandar previamente disefiada

con una solucion stock de H,O; al 30 % (Merck Millipore).

Curvas de crecimiento: Una vez obtenida la MIC (definida en 0,1 mM), se
realizaron curvas de crecimiento de la levadura en medio SD liquido con 0 mM
(control), 0,1 mM y 0,5 mM de H,O,. Durante la progresion de la curva, se midié
D.O.c0onm €n 7 puntos diferentes (correspondientes al inicio de la curva de
crecimiento y a las distintas fases del crecimiento: latencia, exponencial
temprana, exponencial media, exponencial tardia, estacionaria temprana y
estacionaria tardia), con intervalos de 4 h aprox. entre cada uno de ellos, en
condiciones de aerobiosis a 37 °C. Ademas, se tomaron alicuotas de cultivo para
medir la expresion del gen SAP2 de C. albicans durante su crecimiento en dicha

curva.

Analisis de datos: Los datos fueron analizados de manera descriptiva,

comparando medianas dentro de un mismo grupo y entre distintos grupos.
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RESULTADOS:

Objetivo 1: Viabilidad de C. albicans en ensayos de competencia con S.

sanguinis.

Se analizo el potencial inhibitorio de la bacteria sobre la levadura, estableciendo

un ensayo control entre C. albicans y S. mutans.

Ensayos en medio soélido mostraron una disminucion del crecimiento de S.
sanguinis (D.O.s00nm= 0,36 y 0,5) y del control S. mutans (D.O.s0onm= 0,36 y 0,5) al
ser cultivadas como competidoras respecto de las dos cepas de C. albicans
(ambas a una D.O.g00nm= 0,8) (Figura 1A, 1B). Para todas las D.O. restantes, tanto
al cultivarse simultdneamente bacterias (S. sanguinis y S. mutans) con C. albicans
(cepa de referencia o aislado clinico), como cuando estas Ultimas fueron

sembradas como competidoras, no se evidencio presencia de halo inhibitorio.

C.090029 CaoPl-1

D.0.=0,8 D.0.=0,8

5.5SK36 5.5SK36 $.m 25175 5.5SK36 5.5SK36 $.m 25175
D.0.=0,5 D.0.=0,36 D.0.=0,36 D.0.=0,5 D.0.=0,36 D.0.=0,5

Figura 1: Reduccion del crecimiento de S. sanguinis (S.s) y S. mutans (S.m) producido por C.
albicans (C.a) en medio THB, en condiciones de microaerofilia. (A) C. albicans ATCC 90029 como
colonizadora e incubada durante 16 h a 37 °C. (B) C. albicans P1-1 como colonizadora e incubada
durante 16 h a 37 °C.

Ensayos de co-cultivo en medio liquido muestran que ambas levaduras, al
cultivarse con S. sanguinis, aumentaron su crecimiento al inocularse

simultdneamente durante 48 h, como colonizadoras y, en el caso de la cepa de
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referencia, también como competidora, en comparacidn con su crecimiento

aislado a las 24 y 48 h. Ademas, el aislado clinico de C. albicans mostré un mayor

crecimiento al ser co-cultivado tanto de forma simultanea durante 48 h como

colonizador, en comparacion con la cepa de referencia de la levadura (Figura 2A).

Por otro lado, ambas cepas de la levadura, al co-cultivarse con S. mutans,

disminuyen su crecimiento en todos los tiempos de co-cultivo, respecto de su

crecimiento individual a las 24 y 48 h. En todos los co-cultivos, el recuento del

aislado clinico fue mayor que el de la cepa de referencia (Figura 2B).
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Figura 2: Ensayos de co-cultivo en
medio liquido de la levadura C.
albicans (ambas cepas) con S.
(A)

Levaduras inoculadas de manera

sanguinis o S. mutans.

individual, con S. sanguinis

simultaneamente y como
colonizador o como competidor. (B)
Levaduras inoculadas de manera
mutans

individual, con S.

simultdneamente y como
colonizador o como competidor.

Se tomaron alicuotas de cada
cultivo a las 24 y 48 h y se
sembraron para el posterior
recuento de UFC/ml. Las placas
fueron incubadas durante 48 h, en
condiciones de microaerofilia a

37 °C.

En el crecimiento bacteriano, los resultados muestran que, con respecto a su

crecimiento individual a las 24 y 48 h, S. sanguinis aumenta su recuento en todos



28

los tiempos de co-cultivo, y en mayor medida al ser co-cultivado simultaneamente

(24 y 48 h) y como competidor con el aislado clinico de C. albicans (Figura 3A).

En el caso de S. mutans, en comparacion con su cultivo individual, el crecimiento

fue mayor con el aislado clinico de C. albicans en todos los tiempos de co-cultivo.

Del mismo modo, el crecimiento de S. mutans con la cepa de referencia de la

levadura fue mayor al ser co-cultivadas simultaneamente a las 48 h y cuando la

bacteria fue colonizadora. Se obtuvo ademéas que, al co-cultivarse de forma

simultanea con la cepa de referencia de C. albicans, el crecimiento de S. mutans

aumento entre las 24 y 48 h, caso contrario ocurre con el aislado clinico, en donde

en el mismo lapso de tiempo el crecimiento de la bacteria descendio (Figura 3B).
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Figura 3: Ensayos de co-cultivo en
medio liquido de S. sanguinis (S.s)
0 S. mutans (S.m) con ambas cepas
de C. albicans (+ C.a 90029 o P1-1).
(A) Crecimiento de S. sanguinis,
inoculada de forma individual y con
C. albicans 90029 o P1-1
simultdneamente, como
colonizadora y como competidora.
(B) Crecimiento de S. mutans,
inoculada de forma individual y con
C. albicans 90029 o P1-1
simultdneamente, como
colonizadora y como competidora.
Las placas fueron incubadas
durante 48 h, en condiciones de

microaerofilia a 37 °C.



29

Ensayos de co-cultivo en medio liquido y pH. Debido a que la acidez del medio
es determinante en el crecimiento y prevalencia del tipo de microorganismos
presentes, se midio el pH al final de los ensayos de competencia en medio liquido,
tanto de los cultivos individuales (S. sanguinis, S. mutans, C. albicans 90029 y P1-
1) como mixtos (S. sanguinis con C. albicans 90029 o P1-1 y S. mutans con C.
albicans 90029 o P1-1). Dichos valores de pH fueron comparados con el pH inicial

del medio de cultivo utilizado (7,8) (Figura 4).

Cabe mencionar previamente que, tanto en los cultivos individuales como en los
duales, los valores de pH final se mantuvieron siempre en niveles béasicos. Dicho
esto, se obtuvo que los cultivos individuales de S. sanguinis y C. albicans (ambas
cepas) aumentaron el pH del medio, mientras que S. mutans lo disminuyé (pH=
7,65) (Figura 4A). En los co-cultivos se observo que S. sanguinis con C. albicans
90029 o P1-1 provocaron siempre un aumento del pH del medio. Los cultivos de
S. mutans con C. albicans 90029 o P1-1 mostraron también una tendencia a
elevar el pH del medio, excepto cuando la bacteria fue colonizadora y la cepa de
referencia de la levadura fue competidora, en donde se aprecié un descenso en el

pH respecto al inicial (pH= 7,61) (Figura 4B).

A) B)
8,6 1 W 5.5/C.a 90029 m 5.5/C.aP1-1 = S.m/C.q 90029 m 5.m/C.q P1-1
84 - ol ® %
’ 9 8 & %
8,2 1 o0 o
J =t
. 85 1 < 5 a g;“ 5o
o - [vs) = o0
578 - 2 S ~ o5
[+
(=0] <
7,6 T 8 2 o~
7,4 ~
7,2 7,5 -
7 M|
7 A .
pH Ss Sm Ca Cao
inicial SK36 25175 90029 P1-1 pH Inicial Simultaneo 1°Bac/2°Lev 1°Lev/2°Bac

Figura 4: Valores de pH en cultivos individuales y mixtos. (A) pH medido al final del experimento de
cultivos individuales de S. sanguinis (S.s), S. mutans (S.m), C. albicans (C.a) 90029 y P1-1. (B) pH
medido al final del experimento en cultivos mixtos; la medicion se realiz6 en los cultivos
simultaneos, cuando S.sanguinis o S. mutans fueron colonizadores y C. albicans 90029 o P1-1

competidores (1°Bac/2°Lev) y viceversa (1°Lev/2°Bac).
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Objetivo 2: Determinacion de la Concentracién inhibitoria minima (CIM) de

H.O, que disminuye el crecimiento de C. albicans.

Para realizar test de CIM, ambas cepas de la levadura fueron incubadas cada una

por si sola, con concentraciones de 0,1; 0,5; 0,75; 1; 2; 3; 4 y 5 mM de H,0..

Se observo que a 0,1 mM de H,0,, su crecimiento disminuyé en un 70% con

respecto al control (0 mM) (Figura 5). Se determin6 entonces que la concentracion

inhibitoria minima de H,O, que reduce de forma importante el crecimiento de C.

albicans es de 0,1 mM.
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Figura 5: Sobrevivencia de C. albicans en
test de CIM de H,0,. En ambos gréficos
se aprecia el recuento de UFC/ml con su
respectivo porcentaje de sobrevivencia
(que se encuentra entre paréntesis).

(A) A 0,1 mM la sobrevivencia de C.
albicans 90029 se redujo a un 30 %.

(B) A 0,1 mM, la sobrevivencia de C.
albicans P1-1 se redujo a un 30 %.
Ambas cepas de la levadura fueron
incubadas durante 48 h a 37° C en

condiciones de aerobiosis.

Objetivo 3: Produccion de H,O, de S. sanguinis en cultivo liquido.

Debido a que los efectos del H,O, estan vinculados a su concentracion en el

medio, se calculd la cantidad de dicho metabolito producido por S. sanguinis, la
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cual alcanz6 una media de 0,059 + 6 x 10™ MM. Por ende, fue practicamente

uniforme a lo largo de toda la curva de crecimiento (Figura 6).
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Figura 6: Produccion de H,O, de S. sanguinis en las distintas etapas de su curva de crecimiento
(Latencia, Exponencial temprana (E. temprana), Exponencial tardia (E. tardia) y Estacionaria. La
media aritmética de las 4 etapas de la curva de crecimiento bacteriano fue de 5,9 x 107+ 6 x 10™
UM. Cantidad estimada al extrapolar el dato de D.O. en la curva de calibracién disefiada

previamente.

Objetivo 4: Expresion del gen SAP2 en C. albicans al cultivarla en presencia
de la MIC de H;0..

Una vez definida la CIM, la cual fue de 0,1 mM, se realizaron curvas de
crecimiento para ambas cepas de C. albicans, en medio SD liquido suplementado
con 0 (control); 0,1 y 0,5 mM de H,0,. Posteriormente, las mediciones de

D.O.s00nm fueron realizadas durante la progresién de la curva de crecimiento.

No hubo diferencias significativas del crecimiento de C. albicans entre el control y

las distintas concentraciones de H,O, (Figura 7A).

Segun los resultados obtenidos en el test de CIM de H,O, para C. albicans en
medio SD sélido, se esperaba que la curva de crecimiento con 0,1 mM de H,0;
estuviera por debajo de la curva control, con una evidente reduccion de

crecimiento; y que la curva de crecimiento con 0,5 mM de H,O, fuera una linea
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aproximadamente paralela al eje X (Figura 7B). Debido a lo anterior, no se realiz6

el andlisis transcripcional del gen SAP2 de la levadura C. albicans. En el item

Discusion se analizara el porqué de este resultado.
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Figura 7: Curvas de crecimiento de
C. albicans en medio SD liquido en
presencia de 0 mM (control, curva
azul), 0,1 mM (curva roja) y 0,5 mM
(curva verde) de H,0..

(A) Curvas de crecimiento de C.
albicans ATCC 90029 obtenida en
este estudio. Esta levadura fue
incubada en condiciones de
aerobiosis a 37 °C con agitacion.
Para medir la D.O. se tomaron 7
puntos (tiempos 0-6 en gréafico), con
intervalos de 4 h aprox. entre cada
uno de ellos, que describen el
crecimiento de la levadura. Punto
“0” corresponde al inicio de la curva
de crecimiento. Datos corresponden
a la mediana de 3 experimentos
independientes.

(B) Curvas de  crecimiento

“esperadas” de C. albicans.



33

DISCUSION:

Diversas investigaciones describen interacciones Candida-bacteria dentro de la
biopelicula de la cavidad oral. Relaciones de mutualismo han sido previamente
reportadas entre C. albicans y ciertas especies de Streptococcus (Diaz y cols.,
2014; Ricker y cols., 2014; Xu y cols., 2014; Cavalcanti y cols., 2015). Por otro
lado, hay estudios que han mostrado relaciones antagénicas, por ejemplo, entre
C. albicans y algunas especies de Lactobacillus y Pseudomonas aeruginosa
(Juérez y cols., 2011; Méar y cols., 2013), sin embargo, los mecanismos
especificos implicados en dichas interacciones no han sido dilucidados

completamente hasta la fecha.

Por otra parte, se ha descrito que durante las etapas iniciales del desarrollo de
una biopelicula, el H,O, producido por ciertos streptococci causa la seleccion de
los microorganismos que han logrado adaptarse a dicho metabolito (Kreth y cols.,
2009). Por lo anterior, el H,O, es considerado un importante mecanismo de
proteccion para los integrantes de la biopelicula inicial contra las especies
competidoras. Ademas, el H,O, produce liberacion, por parte de los streptococci
que la producen (como por ejemplo S. sanguinis y S. gordonii), de ADN
extracelular (ADNe), un componente importante de la MEC de las biopeliculas que
contribuye a la adhesiéon célula-célula (Kreth y cols., 2009). Ensayos in vitro de
Zheng y cols. (2011) muestran que en cultivos de S. sanguinis, la produccion de
H.O, dependiente de Pox esta relacionada con la muerte celular del 10% de la
poblacién de dicha bacteria y con la liberacién de ADNe al medio. Adicionalmente,
el H,O, puede causar dafios y modificaciones al ADN liberado, generando
mutaciones beneficiosas en diversos casos para los microorganismos que logren
incorporar dichas cadenas de ADN a su material genético, promoviendo también

la evolucion y desarrollo de la biopelicula.

Desde el punto de vista de los streptococci, una vez que la biopelicula ha
madurado, la relevancia del H,O, decae, debido a que ya se han generado

asociaciones compatibles entre los distintos microorganismos vecinos, ademas el



34

grosor de la biopelicula madura dificulta el acceso del oxigeno a determinadas
zonas (Zhu y Kreth, 2012).

A pesar del vasto conocimiento acerca del H,O, en la biopelicula dental, su
relacion en el crecimiento de levaduras dentro de la cavidad oral no ha sido
comprendido en su totalidad. Estudios de Abegg y cols. (2012) muestran que en
C. albicans, el H,O, es capaz de disminuir significativamente los niveles de
glutatién, considerada la molécula intracelular con el efecto antioxidante mas
importante, sin embargo, esta disminucion no tuvo correlacién con los valores

finales de capacidad antioxidante total en la levadura.

Es por lo mencionado anteriormente, que el objetivo de este estudio fue
determinar de forma preliminar si la bacteria oral S. sanguinis, mediante la
produccion de H,O,, uno de sus principales factores de virulencia, es capaz de
inhibir en algun grado el crecimiento de C. albicans. Asi, de este modo la bacteria
podria mantener los recuentos y/o las caracteristicas comensales de la levadura

en condiciones compatibles con salud oral.

Los resultados de este estudio muestran que, en los ensayos de competencia en
medio solido, fue C. albicans quién finalmente gener6 una disminucién del
crecimiento (aunque leve) de S. sanguinis. Ademas, en medio liquido, la presencia
de S. sanguinis al parecer favoreci6 el crecimiento de C. albicans. En base a lo

anterior, se rechaza la hipotesis N°1 planteada en este trabajo.

Existen diversas explicaciones para los resultados obtenidos. Cavalcanti y cols.
(2015), observaron una mayor virulencia y expresion de hifas por parte de C.
albicans al ser cultivada en biopeliculas mixtas (en donde ademas de S.
sanguinis, se encontraban presentes S. mutans, Actinomyces odontolyticus y
Actinomyces viscosus), esto en superficies acrilicas y en Epitelio Humano
Reconstituido (RHOE). Asimismo, Cavalcanti y cols. (2016) hallaron que, en
superficies de titanio, C. albicans sobreexpreso los genes ALS3, HWP1, SAP2 y

mostréo mayor formacion de hifas en biopeliculas con S. mutans, S. sanguinis y P.
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gingivalis. No hay, sin embargo, estudios previos con biopeliculas mixtas de C.
albicans Unicamente con S. sanguinis, que puedan determinar si esta bacteria es
capaz de mantener los recuentos de la levadura en niveles compatibles con salud
oral y, tampoco se ha descrito como responde la bacteria frente a la presencia de

esta levadura.

La cantidad de H,O, producida por S. sanguinis fue menor a la concentracion
inhibitoria minima determinada para C. albicans. Rinnerthaler y cols. (2012)
aseveran que el H,O,, a pesar de tener efectos citotoxicos en células fangicas,
cuando se encuentra en bajas concentraciones, podria actuar en ellas como
segundo mensajero, promoviendo su crecimiento y desarrollo. Del mismo modo,
Bamford y cols. (2009) postulan que el H,O, producido por S. gordonii, influencia
la morfogénesis y produccion de farnesol por C. albicans. Esto podria explicar el

aumento en los recuentos de C. albicans al ser co-cultivada con S. sanguinis.

El H,O, es un sub-producto del crecimiento aerdbico de S. sanguinis, por lo tanto,
su produccién en el inicio de la formacion de la biopelicula dental esta
directamente relacionada con la presencia de oxigeno en el microambiente. Kreth
y cols. (2008) observaron que S. sanguinis y S. gordonii inhibieron el crecimiento
de S. mutans bajo condiciones aerdbicas, mas no en condiciones anaerdbicas, en
donde S. mutans fue quién inhibié el crecimiento de S. sanguinis y S. gordonii.
Ademas, S. sanguinis es capaz de secretar proteinas extracelulares que tienen
efectos inhibitorios sobre C. albicans, no obstante, se ha descrito que en
condiciones de anaerobiosis, estas proteinas son acumuladas dentro de la célula
y no son liberadas al espacio extracelular (Ma y cols., 2014). Cabe destacar que,
C. albicans tiene la capacidad de crecer en condiciones tanto aerdbicas como

anaerobicas (Bamford y cols., 2009), por lo que no es un aerobio estricto.

En este trabajo, los ensayos de competencia tanto en medio sélido como en
medio liquido fueron realizados en condiciones de microaerofilia (aprox. 5-10 % de
oxigeno), con agitacion. Dichas condiciones quizas generaron niveles de H,O, que

le permitieron a C. albicans activar la transcripcion de sus sistemas antioxidantes,
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para asi descomponer esta molécula en productos metabdlicos inocuos para ella
(Da Silva y cols., 2015). Como consecuencia, la levadura pudo mantenerse y
desarrollarse en un ambiente con bajos niveles de H,0O,, que incluso podrian ser
favorables para ella. Por otro lado, en medio sélido se pudo apreciar la presencia
de un leve halo de inhibicion préximo al crecimiento de S. sanguinis producido por
la cercania de crecimiento de C. albicans, en contraste con lo que ocurre en
medio liquido, donde la bacteria, al igual que la levadura, aumenta su recuento en
los cultivos mixtos en comparacion a los cultivos individuales. Al parecer la
expresion de los factores de virulencia de C. albicans tuvieron mayor efectividad
contra el desarrollo de S. sanguinis en un medio de cultivo mas estatico y en

microaerofilia.

Respecto de las dos condiciones de cultivo mencionadas anteriormente, este
estudio presenta ciertas similitudes con lo ocurrido en patologias orales como la
enfermedad periodontal y la caries dental en sus etapas mas avanzadas, donde
dichas biopeliculas maduras, presentan un espesor tal que las aisla del oxigeno
disponible en la boca y de la accion limpiadora del flujo salival (haciéndolo mas
estéatico). Se sugiere entonces que dichas condiciones podrian dificultar la accion
de ciertos factores de virulencia (como el H,O,;) secretados por algunos
colonizadores tempranos (como S. sanguinis), y favorecer los de determinados
colonizadores tardios (como C. albicans o S. mutans), perpetuandose asi dicho

estado patolégico.

En los cultivos individuales, se pudo observar un descenso en el recuento de
bacteriano (S. sanguinis y S. mutans) entre las 24 y 48 h. Caso contrario ocurre
con las levaduras, que aumentan su crecimiento en el mismo transcurso de
tiempo. Lo anterior se justifica en el hecho de que las bacterias, al ser células
procariontes, tienen una velocidad de replicacion mas rapida que las levaduras, lo
que hace que agoten mas rapidamente los nutrientes presentes en sus
respectivos medios de cultivo. Esto pudo haber influido también en el mayor

descenso de las bacterias a las 48 h.
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Diversos estudios hablan de C. albicans como un hongo capaz de favorecer el
inicio y la progresion de la caries dental, teniendo en este aspecto una relacion
sinérgica con S. mutans (Bowen y Koo, 2011; Falsetta y cols., 2014; Gregoire y
cols., 2011; Jin y cols., 2004; Klinke y cols., 2009; Morales y Hogan, 2010).
Resultados contrastantes se han obtenido en el estudio in vitro de Willems y cols.
(2016) y en el presente estudio, en donde en medio liquido, estos apuntan hacia
una relacion de competencia entre estos microorganismos, donde el crecimiento
de ambas cepas de C. albicans disminuye en presencia de S. mutans, sobre todo
al ser cultivada como competidora (es decir, 24 h después de la bacteria). Por otro
lado, en medio solido, las levaduras fueron quienes generaron la inhibicién del

crecimiento en las bacterias.

Con respecto a la medicion del pH en los ensayos de inhibicion de crecimiento en
medio liquido, cabe recordar que actualmente, C. albicans es considerada una
levadura acidogénica y acidurica (Falsetta y cols., 2014). No obstante, en este
estudio, en comparacion al pH inicial del medio (7,8), los cultivos individuales de
ambas cepas de C. albicans y de S. sanguinis provocaron siempre una
alcalinizacion del medio, a excepcién de S. mutans, que si bien mantuvo el pH en
niveles basicos, este se acidific6. Del mismo modo, los co-cultivos muestran que,
a excepcion del co-cultivo de S. mutans (como colonizador), con C. albicans
90029 (como competidor), todas las mediciones de pH del medio (S. sanguinis
con C. albicans 90029 o P1-1 y S. mutans con C. albicans 90020 o P1-1) se
incrementaron. Lo anterior sugiere que C. albicans podria contribuir en la
disminucién de la acidez de las biopeliculas en donde se encuentra S. mutans,

disminuyendo su potencial cariogénico.

Resultados similares obtuvieron Willems y cols. (2016), quienes mediante
estudios in vitro muestran también un rol alcalinizador de C. albicans en
biopeliculas duales con S. mutans, ademas de una menor liberacién de calcio al
medio cuando la levadura se encontraba presente. C. albicans tiene la capacidad
de metabolizar azlcares como la glucosa, no obstante, al carecer de la enzima

lactato deshidrogenasa, uno de los principales productos finales del metabolismo
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de este azlcar en la levadura no es acido lactico sino que etanol, el cual no ha
mostrado generar variaciones en el pH del medio (revisado en Willems y cols.
(2016)). Ademas, S. mutans, al ser una bacteria altamente sacarolitica, consume
rapidamente la glucosa disponible, formando &cido lactico, forzando a C. albicans
a utilizar este metabolito como fuente alternativa de carbono, disminuyendo su
concentracion en el medio y por ende la disminucién de la acidez (Willems y cols.,
2016). Esto podria explicar el aumento del pH producido por C. albicans en co-
cultivos mixtos con S. mutans, ademas del menor crecimiento fangico al ser

inoculado como competidor.

Los cultivos de S. sanguinis de manera aislada y en forma dual con C. albicans
también mostraron una alcalinizacion del medio. Esto podria explicarse por la
capacidad de la bacteria de metabolizar la arginina disponible para producir
compuestos alcalinos (amoniaco) mediante el sistema enzimético de la Arginina
deiminasa (ADS) (Burne y Marquis, 2000). Nascimento y cols. (2013) describen
que biopeliculas provenientes de dientes libres de caries de nifios entre 2 y 14
afos, presentaron una actividad ADS significativamente mayor que las muestras
obtenidas de dientes con caries (ICDAS II= 3 y 4). La arginina se encuentra
principalmente en la saliva y formando parte de las proteinas salivales (con las
cuales no se trabajé en este estudio) (Burne y Marquis, 2000). La presencia de
este aminoacido en el medio de cultivo utilizado (23,1 g/L de fuente proteica,
segun datos del fabricante) podria explicar la alcalinizacion que provocé S.
sanguinis al cultivarse tanto de forma individual como en co-cultivo con S. mutans

o C. albicans.

Los cultivos duales de C. albicans con S. sanguinis muestran que, en general,
ambos microorganismos aumentan su crecimiento. Ademas, el crecimiento de la
levadura es mayor cuando es co-cultivado con S. sanguinis que con S. mutans,
tanto al ser sembrados simultdneamente como de manera diferida. Se propone
entonces que un ambiente mas alcalino favoreceria el crecimiento de C. albicans
y de S. sanguinis, quienes podrian trabajar de forma sinérgica en la alcalinizacion

de la biopelicula en donde habitan, mediante el consumo de acido lactico y la
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activacion del sistema enzimatico ADS, respectivamente, haciendo menos
susceptible a los dientes a los procesos de demineralizaciéon causados por la

acidez permanente en la condicion de caries dental.

En cuanto a la cantidad de H,O, que produce S. sanguinis, multiples articulos
cientificos han descrito que en cultivos liquidos y en modelos de biopelicula, esta
bacteria produciria entre 0,1 y 4 mM de este compuesto antimicrobiano. Dichas
cantidades son superiores a las obtenidas en este estudio (0,059 uM), donde
ademas se determin6é que la CIM de H,O, para C. albicans era de 0,1 mM. Es
pertinente continuar evaluando en futuras investigaciones si existe un efecto del
H.O, en el crecimiento de la levadura y a qué concentracion comenzaria tal
efecto. El hecho de que el H,O, tenga un efecto obvio en el crecimiento de C.
albicans es dudoso, debido a que esta levadura presenta varios mecanismos de
defensa frente a estrés oxidativo, los cuales ya se describieron en el item marco

tedrico.

Al comparar el crecimiento de la cepa de referencia con el aislado clinico de la
levadura entre si, se obtiene que, en general, C. albicans P1-1 mostré6 un mayor
crecimiento al ser co-cultivado con S. sanguinis y sobre todo con S. mutans. Por
otro lado, S. mutans evidencié un mayor crecimiento al co-cultivarse con el aislado
clinico que con la cepa de referencia de levadura, a pesar de que el co-cultivo de
S. mutans con dicho aislado clinico manifestara un descenso en el crecimiento de

la bacteria al ser inoculados simultaneamente entre las 24 y 48 h.

Cabe recordar que C. albicans P1-1 fue aislada desde saliva de un nifio con caries
activas. Se sugiere entonces que el haber estado expuesta previamente a una
biopelicula cariogénica durante un determinado periodo de tiempo, podria haber
activado en la levadura ciertos mecanismos 0 rutas metabdlicas (explicadas
previamente en la discusion) que le permitieron competir de mejor manera con S.
sanguinis y S. mutans, ademas de favorecer el crecimiento de ambas bacterias,
mayoritariamente de S. mutans, que consecuentemente es una bacteria con un rol

cariogénico ampliamente estudiado. En términos del proceso de caries, este
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resultado es contrastante respecto del efecto de C. albicans en el pH obtenido en
este mismo estudio. La amplia versatilidad de C. albicans debido a las
variaciones morfolégicas que puede adoptar, las mudiltiples interacciones
microbiolégicas, mecanismos de defensa y moléculas que secreta, quizas le
permiten desarrollarse y adaptarse de manera Optima, tanto en una biopelicula

cariogénica, como en una compatible con salud oral.

Con respecto al objetivo 4, no se realizo el andlisis de la expresion del gen SAP2
de C. albicans, quedando la hipétesis N°2 de este trabajo sin posibilidad de ser
corroborada. Lo anterior se debié a que las curvas de crecimiento de la levadura,
suplementadas con la concentracion inhibitoria minima de H.O, (0,1 mM) y con
una concentracion por sobre esta dltima (0,5 mM) no describieron el
comportamiento esperado mostrado en la figura 7B. Preliminarmente, se
esperaba que la levadura describiera tal comportamiento, de manera similar a lo
observado en el test de CIM realizado en el presente estudio y como lo ha sido
frente a distintos agentes con fines farmacéuticos. Esto puede explicarse como se
menciond anteriormente, que los niveles (bajos) producidos de H,O, por S.
sanguinis, fueron suficientes para permitir a C. albicans activar la transcripcion de
sus sistemas antioxidantes, de este modo la levadura pudo mantenerse en este

ambiente.

Ahora bien, se ha reportado que C. albicans produce tres moléculas involucradas
en comunicacion célula-célula y que estarian involucradas en resistencia a estrés
oxidativo, una de ellas es Farnesol. Esta molécula se acumula durante la
proliferacion celular en el medio de cultivo e intracelularmente desencadena una
cascada de transduccion de sefales en la célula activando una respuesta general
de estrés, aunque todavia no estan descritos todos los intermediarios
participantes. De esta manera se especula que farnesol podria de manera
indirecta estimular la sobrevivencia celular como respuesta a estrés (revisado en
Westwater y cols. (2005); Willems y cols., 2016). Frente a lo anterior, se propone
realizar las curvas de crecimiento con las concentraciones indicadas en la

metodologia y medir no solo la expresion del gen SAP2 (que probablemente se
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encuentren diferencias), sino también determinar la concentracion de farnesol
presente en el medio de cultivo y la concentracion de H,O,. Se espera que la
relacion entre estos dos compuestos sea inversamente proporcional, es decir, a
medida que el H,O, se descompone se observe una acumulacion de farnesol
hacia las fases mas tardias de crecimiento. Estos resultados podrian ampliar el
conocimiento acerca de la interaccion entre S. sanguinis y C. albicans en la

cavidad oral, ademas del rol de esta ultima dentro de la biopelicula dental.

Finalmente, los resultados de este estudio podrian aportar, de forma preliminar,
una posible nueva vision del rol de C. albicans en el contexto de la caries dental, y
también de sus interacciones con los colonizadores tempranos, especificamente
con S. sanguinis. Sin embargo, para poder obtener resultados con mayor peso
estadistico, es indispensable la replicacién de los experimentos con un nimero de
ensayos de co-cultivo mayor para cada grupo. Ademas, se sugiere realizar dichos
experimentos utilizando modelos validados de caries in vitro con el fin de formar
biopeliculas duales entre los microorganismos estudiados, a modo de estudiar en
condiciones mas similares al ambiente bucal si, por una parte, el efecto de S.
sanguinis en C. albicans es similar al obtenido en este estudio y, por otra parte,
para verificar si C. albicans contribuye en disminuir la acidez del medio, y si esa
disminucién es mas relevante, dentro del contexto de la patogénesis de la caries
dental, que la asociacion positiva que hasta la fecha se le atribuye con ciertas

bacterias cariogénicas, como S. mutans.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos y a las limitaciones del estudio, se puede

concluir que:

S. sanguinis no inhibe el crecimiento de C. albicans. Asimismo, ambos podrian
contribuir en mantener el pH del microambiente en niveles compatibles con salud

oral.

El H,O, podria influir negativamente en el crecimiento de C. albicans, no obstante,

este efecto estaria supeditado a su concentracién en el medio.

Interesantemente, el co-cultivo de C. albicans con S. mutans podria beneficiar el
crecimiento de la bacteria, en desmedro de la levadura. Sin embargo, cuando la
levadura proviene de una biopelicula cariogénica, su relacién con la bacteria
podria tornarse mas sinérgica. Entonces, el rol de C. albicans dentro del proceso
de caries podria depender de la condicidon que presenta el microambiente, previo

a la presencia de la levadura.
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