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RESUMEN

Introduccion: Lactobacillus casei es una especie bacteriana con forma de baston,
Gram positivo, no formadora de esporas, acidogénica, acidirica y anaerobia
facultativa, que es frecuentemente relacionada con la fermentacion de
carbohidratos, produciendo acido lactico como su principal producto final. Este
microorganismo ha sido aislado desde sitios activos de caries y se ha asociado
con la presencia y progresion de esta patologia. Se encuentra formando parte de
la biopelicula dental, donde las especies bacterianas pueden comunicarse entre si
mediante quorum sensing. Un tipo de quorum sensing se produce por una
molécula interconvertible, llamada autoinductor-2 (Al-2), producida por la enzima
LuxS. Se ha descrito que este sistema participa en el desarrollo de la comunidad,
formacién de biopelicula, colonizacién y virulencia en varias especies bacterianas,
pero no se ha investigado su efecto en L. casei. El objetivo de este estudio fue
determinar la participacion del sistema quorum sensing mediante Al-2, en la

adhesion y formacién de biopeliculas de L. casei ATCC 4646.

Materiales y métodos: la produccion de Al-2 por L. casei ATCC 4646 fue
determinada mediante el sistema de ensayo reportero Vibrio harveyi ATCC BAA-
1117, detectando su presencia en sobrenadantes de cultivos de L. casei ATCC
4646 obtenidos en distintas etapas de crecimiento. La adhesion de L. casei ATCC
4646 y el efecto de Al-2 sobre ésta, se analiz6 a las 16 horas de incubacién en
microplacas de poliestireno de 96 pocillos en presencia o ausencia de DPD (Al-2
sintetizado quimicamente), utilizando saliva y medio de cultivo. La adherencia
bacteriana se midié usando el ensayo MTT y un equipo SynergyHT (Biotek®). El
ensayo de formacion de biopeliculas y efecto del DPD se realizé sobre
cubreobjetos de vidrio embebidos en saliva, con incubacion durante 3 dias, bajo
las mismas condiciones que el ensayo de adherencia, y se documenté con un
microscopio electrénico de barrido (JSM-IT300, JEOL).



Resultados: Se detecto la presencia de Al-2 en el sobrenadante del cultivo de L.
casei ATCC 4646, comprobandose asi que es capaz de producirlo y secretarlo al
medio extracelular. Se observé que en presencia de Al-2, este microorganismo es
capaz de aumentar su adhesion a superficies sélidas. Junto con esto, la adicién de
Al-2 aumenta la capacidad de L. casei para formar biopeliculas, observandose
tanto una mayor cantidad de bacterias adheridas, como una mayor agregacion
bacteriana.

Conclusiones: Mediante estos resultados, se puede afirmar que L. casei ATCC
4646 posee un sistema de quorum sensing mediado por Al-2 funcional, que actia
sobre este microorganismo aumentando su capacidad de adhesion a superficies y

formacion de biopeliculas.



MARCO TEORICO

Caries dental vy el proceso de caries

La caries dental es una de las enfermedades orales cronicas mas
prevalentes a nivel mundial, afectando entre el 60 al 90% de nifios en edad
escolar y a la mayoria de los adultos (Petersen, 2003; Simén-Soro y Mira, 2015).
Es una enfermedad de etiologia polimicrobiana y multifactorial, formada por una
compleja interaccion en el tiempo entre bacterias productoras de &cido y
carbohidratos fermentables sobre la superficie dental, afectada por factores del
hospedero, como saliva, exposicion a fluoruros, entre otros (Selwitz y cols., 2007;
Petersen, 2003). Esta interaccion puede generar la lesion de caries, que es la
destruccion localizada de tejidos duros del diente debido a la exposicién a acidos
producidos por la fermentacién bacteriana de carbohidratos provenientes de la
dieta, provocando asi un flujo hacia el exterior del diente, de calcio, fosfato y
carbonato, que conforman la hidroxiapatita, estructura basica del esmalte dental,
terminando en una pérdida neta de mineral (Takahashi y Nyvad, 2011; Selwitz y
cols., 2007). Los signos de la desmineralizacion cariosa se ven en los tejidos
duros del diente, pero el proceso de la enfermedad comienza dentro de la placa o
biopelicula bacteriana sobre la superficie dental (revisado en Bowen y cols., 2017).

La biopelicula dental es un ecosistema microbiano dinamico, donde
bacterias viven en microcolonias encapsuladas en una matriz organica de
polisacéaridos, proteinas, acidos nucleicos y lipidos, secretados por ellas mismas,
que les provee proteccion contra la desecacion, defensas del hospedero y
resistencia mejorada a agentes antimicrobianos. El diente ofrece numerosas
superficies para la colonizacién bacteriana, donde un gran nimero de bacterias y
sus productos metabodlicos se acumulan en biopeliculas tanto en superficies
dentales sanas como enfermas (Selwitz y cols., 2007). Entre los mecanismos que
permiten la formacion de la biopelicula dental se encuentran la adhesion, la
agregacion y la coagregacion bacteriana. La adhesion consiste en la union de los

microorganismos a los tejidos del hospedero, la agregacion permite la adhesion de
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los microorganismos a otros de su misma especie, mientras que la coagregacion
se refiere a la adhesion entre microorganismos de diferente especie. (Prescott y
cols., 1999; Hojo y cols., 2009). Los microorganismos que no logran adherirse a
las superficies dentales del hospedero o a bacterias adheridas previamente, son
incapaces de participar en el desarrollo de comunidades y son sujetas a
eventuales desplazamientos debido al flujo de saliva y a otras fuerzas mecénicas
de remocion (Wright y cols., 2012).

Se ha descrito que ciertas especies bacterianas inician la formacion de
comunidades al interactuar directamente con la pelicula salival adquirida que se
ha depositado sobre superficies dentales nuevas disponibles, estableciendo asi
una biopelicula (Wright y cols., 2012). Estos colonizadores tempranos son
componentes de la microbiota normal, y corresponden principalmente a miembros
del grupo de Streptococcus no mutans (S. sanguinis, S. oralis, y S. mitis,
principalmente) y Actinomyces spp. (Takahashi y Nyvad, 2011).

Bajo condiciones de salud oral, los microorganismos en la cavidad oral
viven en una relacion simbiodtica con el hospedero. Cuando se produce un
desequilibrio entre los minerales del diente y las biopeliculas bacterianas, se
genera la caries dental (Wright y cols., 2012). El proceso de caries comienza con
la produccion de acidos organicos débiles, como producto del metabolismo de
carbohidratos fermentables por bacterias enddégenas, principalmente del grupo
Streptococcus del tipo mutans (S. mutans y S. sobrinus, entre otras) y
Lactobacillus spp., presentes en la biopelicula dental. Estos &acidos son
apropiadamente neutralizados por la capacidad tampoén de la saliva, manteniendo
un ciclo natural de pH dinamicamente estable. Sin embargo, con un consumo
regular de carbohidratos fermentables, mala higiene oral o flujo salival alterado, el
ciclo natural de pH es interrumpido (Selwitz y cols., 2007). Esta produccion
constante de &cidos organicos induce que las bacterias se deban adaptar al
microambiente mas &cido y, como consecuencia, ocurre una seleccion de

microorganismos acido-resistentes. En esta etapa, el microambiente acidico se ha



establecido, incrementando y promoviendo el desarrollo de la lesion dental
(Takahashi y Nyvad, 2011; Selwitz y cols., 2007).

Se ha descrito que las comunidades bacterianas asociadas a la caries
dental son muy diversas, pudiendo existir diferente composicibn de especies
bacterianas entre personas y entre lesiones de caries, siendo un factor crucial el
nivel de avance de la lesion. Un ejemplo es S. mutans, cuyo recuento aumenta en
lesiones de caries respecto a sitios sanos, pero a pesar de que S. mutans ha sido
una especie fuertemente asociada a caries dental por décadas, estudios recientes
han determinado que su recuento es menor al 1% en lesiones de caries, y que
otras especies de géneros tales como Veillonella, Rothia y Leptotrichia en esmalte,
asi como S. sanguinis, Atopobium, Prevotella, Propionibacterium Schlegelella,
Bifidobacterium, Pseudoramibacter y Lactobacillus en lesiones de caries
dentinaria, pueden jugar un papel mas preponderante en estas comunidades
microbianas (Simon-Soro y cols., 2014; Aas y cols., 2008; Takahashi y Nyvad,
2011; Kianoush y cols., 2014). Numerosos estudios han demostrado que la
diversidad en la poblacién microbiana disminuye con el aumento en la profundidad
de la lesion de caries, que se torna mas acido y anaerobio (Preza y cols., 2009;
Kianoush y cols., 2014). Es desde estas lesiones de caries profundas donde

Lactobacillus spp. se han aislado méas frecuentemente.

Lactobacillus spp. y caries dental

Las bacterias &cido-lacticas constituyen un grupo heterogéneo de bacterias
Gram positivo, no formadoras de esporas y anaerobias facultativas que son
frecuentemente relacionadas con la fermentacion de los carbohidratos,
produciendo acido lactico como principal producto final. EI género mas grande y
diverso de bacterias acido-lacticas es Lactobacillus, un grupo bacteriano versatil
con forma de baston que actualmente alberga 237 especies (Figura 1) (Euzéby y
Parte, 2016).



Lactobacillus spp. ha sido aislado desde una amplia variedad de habitats,
incluyendo productos lacteos crudos y fermentados, sistemas reproductivos y
gastrointestinales de humanos y animales, entre otros (Klander y Weiss, 1986).
Lactobacillus spp. aislados desde el tracto gastrointestinal o la vagina humana,
son considerados como miembros de la microbiota autoctona humana, confiriendo
efectos beneficiosos para el hospedero, ya que estimulan la inmunidad natural y
contribuyen al balance de la microbiota al excluir la colonizacién de patégenos
exogenos (Saulnier y cols., 2009). Sin embargo, algunas especies de Lactobacillus
han sido consideradas por décadas como un agente etiolégico de la caries dental,
siendo rutinaria y consistentemente aisladas desde lesiones de caries activas y
sistematicamente asociadas con la presencia y progresion de esta patologia
(Nancy y Dorignac, 1992; Caufield y cols., 2007; Kianoush y cols., 2014).

Figura 1. Fotomicrografia por microscopia electrénica de barrido (SEM) de L. casei ATCC
4646 sobre discos de vidrio embebidos con saliva. Magnificacion 7000X. Imagen obtenida
en esta Tesis.

Las especies de Lactobacillus son conocidas por ser prolificas productoras
de acido lactico (acidogénicas) y un gran niamero de estudios han confirmado la
fuerte asociacion entre su presencia y el desarrollo de lesiones de caries, siendo
identificadas como uno de los mayores agentes responsables de la caries dental
(Piwat y cols., 2012; Almstahl y cols., 2012).
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Van Houte y cols. (1981) reportaron un estudio acerca de la microbiota oral
presente en la superficie dental de sujetos con experiencia de caries, aislando
Lactobacillus spp. en aproximadamente el 50% de las muestras de placa
asociadas a lesiones de caries. Nancy y Dorignac (1992), analizaron muestras de
dentina cariosa en nifios de 5 a 15 afios de edad, encontrando presencia de
Lactobacillus spp. en el 100% de las muestras, determinando que la experiencia
de caries (determinada como el nimero de dientes cariados, perdidos por caries u
obturados) y Lactobacillus spp. en dentina estaban vinculados. Siguiendo los
estudios de prevalencia de Lactobacillus spp. en lesiones de caries, numerosas
investigaciones fueron realizadas para determinar cuél especie de este género
podria estar implicada en el proceso de generacién de lesiones de caries.
Diversos estudios aislaron e identificaron especies del género Lactobacillus
provenientes tanto de sujetos con y sin caries dental, ya sea nifios o adultos,
siendo las mas prevalentes L. casei, L. fermentum, L. rhamnosus y L. salivarius
(Marchant y cols., 2001; Lima y cols., 2011; Wolff y cols., 2013). Sin embargo,
Byun y cols. (2004), mediante cuantificacion por PCR en tiempo real, reportaron
que L. gasseri y L. ultunensis son las especies mas prevalentes en lesiones de

caries profundas.

A la fecha, no hay reportes que caractericen las especies de Lactobacillus
presentes en la cavidad oral en la poblacion chilena, o que aborden su asociacién
con la caries dental. En un estudio preliminar en el Laboratorio de Bioquimica y
Biologia Oral de nuestra Facultad, se analizaron especies de Lactobacillus
presentes en la cavidad oral de 8 nifios chilenos sin experiencia de caries y 9 con
lesiones de caries profunda (Luzanto, 2016). Se observé que en las muestras de
saliva de niflos con lesiones de caries profunda y de las muestras provenientes
desde estas lesiones, L. salivarius y L. casei, respectivamente, fueron las especies

de Lactobacillus mas frecuentemente aisladas.
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Interacciones bacterianas en la biopelicula dental

En la biopelicula dental, las distintas especies bacterianas interactian de
diversas maneras. Por un lado, existe la comunicacion metabdlica, donde la
secrecion de un metabolito por un microorganismo se puede utilizar como
nutriente por un microorganismo diferente, o a través de la degradacion de
sustratos por enzimas extracelulares de un microorganismo, creando
disponibilidad biolégica de sus subproductos para otros microorganismos
(revisado en Hojo y cols., 2009; Wright y cols., 2012). Por otro lado, pueden
interactuar competitivamente, produciendo bacteriocinas u otros compuestos
quimicos producidos por bacterias para inhibir el crecimiento de otras especies o
cepas bacterianas (Hojo y cols., 2009).

Por dltimo, se ha descrito un sistema de comunicacion entre los
microorganismos llamado quorum sensing, que opera dentro de la biopelicula (Ng
y Bassler, 2009; Wright y cols., 2012).

Quorum sensing en bacterias orales

El quorum sensing es un proceso de comunicacion quimica entre bacterias.
Estas producen, detectan y utilizan quimicos extracelulares para monitorear la
cantidad de poblacién celular microbiana. Esto permite modificar la expresion de
genes en forma sincronizada, actuando como una unidad. Quorum sensing
influencia un amplio espectro de funciones tales como, virulencia, tolerancia al
acido, formacion de biopelicula, entre otros. Los quimicos extracelulares son
moléculas de bajo peso molecular, conocidos como autoinductores. Los
autoinductores son producidos por bacterias, secretandolos hacia afuera de la
célula. Cuando la concentracién de autoinductores alcanza el umbral requerido
para la deteccion, los receptores en las bacterias (de la misma o de otras
especies) se activan y se produce una cascada de transduccion de sefales, la que

es responsable de la modificacion de la expresion génica (Ng y Bassler, 2009).
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Se han descrito dos sistemas principales de quorum sensing en bacterias
Gram positivo (revisado en Pereira y cols., 2013). En el primero, estos
microorganismos utilizan oligopéptidos modificados como autoinductores,
genéticamente codificados, cuya secrecion es mediada por transportadores de
membrana especializados. El receptor para estos autoinductores se encuentra
unido a la membrana, el cual transduce la sefial a través de una serie de eventos

de fosforilacion al unirse la molécula de autoinductor.

El segundo sistema de sefiales incluye un conjunto de moléculas
interconvertibles, llamado autoinductor-2 (Al-2), originado a partir de 4,5-dihidroxi-
2,3-pentanodiona (DPD). DPD es producido por la enzima LuxS, utilizando S-
ribosil-homocisteina (SHR) como sustrato. DPD se cicla espontdneamente en
diferentes isbmeros en solucién. La primera estructura es una molécula ciclica
borada, denominada S-2-metil-2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofuranborato (S-THMF-
borato). La segunda molécula corresponde a una estructura no borato, R-2-metil-
2,3,3,4-tetrahidroxitetrahidrofurano (R-THMF). Ambos estan en equilibrio con DPD
y pueden rapidamente interconvertirse. La formacién de DPD mediante la enzima
LuxS conduce a la liberacion de homocisteina, una molécula intermediaria de la
sintesis de metionina. Este hecho indica que la produccién de Al-2 esta
directamente relacionada con el metabolismo de aminoacidos (Rickard y cols.,
2006; Pereira y cols., 2013).

Al-2 es una molécula hidrofilica y debe ser transportada al exterior celular a
través de la membrana, mediante un transportador especifico. YdgG se ha
propuesto como un potencial exportador de Al-2 en E. coli. Otras dos proteinas
han sido descritas como receptores de membrana para las moléculas de Al-2,
LuxP y LsrB. También en Aggregatibacter actinomycetemcomitans, RbsB se ha
sugerido como una proteina receptora putativa. Sin embargo, en otros
microorganismos todavia no esta claro como Al-2 es transportado fuera de la

célula (revisado en Pereira y cols., 2013).
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En la literatura, existen estudios sobre el papel de Al-2 en la cavidad oral.
Se ha investigado su papel en el desarrollo de la comunidad, formacion de
biopelicula, colonizacién y virulencia (revisado en Wright y cols., 2012). Por
ejemplo, se ha descrito que el Al-2 producido por S. oralis influye positivamente en
el crecimiento en biopelicula de Actinomyces oralis (Rickard y cols., 2006).
También, McNab y cols. (2003), describieron que se requiere Al-2 para el
desarrollo en biopelicula de S. gordonii y para el desarrollo en comunidad con
Porphyromonas gingivalis. En S. mutans, se ha descrito que una cepa deficiente
de LuxS tiene una expresion afectada de genes implicados en la reparacion del
ADN, el metabolismo de carbohidratos y aminoacidos, sintesis de proteinas y
tolerancia al estrés y una disminucioén en la formacion de biopeliculas (Wen y cols.,
2011). También, en S. mutans, los estudios indican que su resistencia al acido
disminuye cuando el gen luxS es defectuoso (Wen y Burne, 2004).

Lebeer y cols. (2007) informaron que L. rhamnosus GG produce Al-2, e
identificaron un ortélogo de luxS en este microorganismo. Ademas, construyeron
una cepa mutante para el gen luxS incapaz de sintetizar Al-2, confirmando que el
autoinductor se produce por la enzima LuxS en este microorganismo. Ademas, el
mutante luxS mostré un crecimiento disminuido y un defecto en la formacion de
biopeliculas monoespecie. Moslehi-Jenabian y cols. (2007) estudiaron el efecto del
estrés acido sobre LuxS mediado por quorum sensing en cuatro diferentes
especies de Lactobacillus (L. rhamnosus GG, L. salivarius UCC118, L. acidophilus
NCFM y L. johnsonii NCC533). Las dos ultimas especies mencionadas produjeron
una baja cantidad de Al-2, en comparacion con las dos primeras en condiciones
de crecimiento estandar. En L. rhamnosus GG y L. acidophilus NCFM se observo
un aumento de la produccion de Al-2 con la disminucion del pH, lo que sugiere

gue el sistema LuxS parece tener un papel en la respuesta al estrés acido.

A pesar de que se ha investigado el rol de AI-2 en diversos
microorganismos de la cavidad oral, incluyendo algunas Lactobacillus spp., no se
ha indagado su rol en L. casei. Ademas, los microorganismos que viven en

lesiones de caries profundas, donde las condiciones de vida son mas estresantes
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(es decir, el pH es mas acido, ambiente mas anaerdbico, escasa disponibilidad de
fuentes de energia), como L. casei, poseen mecanismos de adaptacién, como la
respuesta de tolerancia al acido y la formacion de biopeliculas, que han sido bien
descritos como mecanismos utilizados para sobrevivir en lesiones de caries, los
cuales se han relacionado con quorum sensing mediado por LuxS en otros
microorganismos (Matsui y Cvitkovitch, 2010; Wright y cols., 2012). En base a los
antecedentes expuestos, el objetivo de este estudio fue investigar por primera vez
el papel funcional del sistema LuxS en L. casei. Para esto, se analiz6 la capacidad
de L. casei ATCC 4646 de producir y secretar Al-2, a través de la determinacién
de su presencia en los cultivos y la utilizacion del sistema reportero Vibrio harveyi
BAA-1117. Junto con esto, se evalud la participacién de Al-2 en la adherencia y
formacién de biopeliculas de L. casei ATCC 4646.

El estudio de la comunicacién de este microorganismo y la cascada de
regulaciones que le permite crecer en el entorno inusual de una lesion de caries
puede proporcionar nuevas estrategias para entender su participacion en el

proceso de generacion de la misma.
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HIPOTESIS.

El sistema de quorum sensing mediado por autoinductor-2 funcional esta
presente en Lactobacillus casei ATCC 4646, promoviendo su adhesion y

formacion de biopeliculas.

OBJETIVO GENERAL.

Determinar la participacion del sistema quorum sensing mediante
autoinductor-2, en la adhesion y formacién de biopeliculas de Lactobacillus casei
ATCC 4646.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Determinar si Lactobacillus casei ATCC 4646 es capaz de secretar
autoinductor-2 funcional.

e Demostrar la participacion de autoinductor-2 en la adherencia de Lactobacillus
casei ATCC 4646.

e Evaluar el efecto de autoinductor-2 en la formacion de biopeliculas de
Lactobacillus casei ATCC 4646.
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METODOLOGIA

Este estudio se encuentra adscrito al proyecto Fondecyt Nro. 11150928,
cuyos protocolos se encuentran aprobados por el Comité Institucional de
Bioseguridad (Anexo 1).

Cepas Bacterianas

Se obtuvieron las cepas bacterianas Lactobacillus casei ATCC® 4646™

que
fue originalmente recolectada desde muestras provenientes de lesiones de caries,
y Vibrio harveyi ATCC® BAA-1117™, desde la American Type Culture Collection

(ATCC).
Todos los ensayos presentados a continuacién se hicieron por triplicado:

Cultivo Bacteriano

L. casei ATCC 4646 fue cultivada tanto en medio liquido como sélido MRS
(pH 6,2, Oxoid, UK) a 37°C en condiciones anaerobias (Piwat y cols., 2010). Las
placas de cultivo se dejaron crecer por 48 h, y los cultivos liquidos por diferentes
tiempos dependiendo de los requisitos de cada experimento. V. harveyi ATCC
BAA-1117 se cultivd aerébicamente en medio liquido AB modificado (medio
Autoinducer Bioassay (AB) modificado: 1,17% P/, NaCl, 1,23% P/, MgSQ4, 0,2% P/,
Triptona, 10mM K3PO,4 1mM L-Arginina, 1% Y/, glicerol, pH 7), a 30°C en
condiciones estaticas.

El crecimiento bacteriano en medio de cultivo liqguido de ambos
microorganismos fue monitorizado por medicion de la densidad o6ptica (D.O.) a 600

nm en un espectrofotémetro.

Deteccion de la produccion de autoinductor-2 por Lactobacillus casei ATCC 4646

La actividad de Al-2 se detect6 usando el sistema de ensayo con la cepa de
V. harveyi ATCC BAA-1117. La deteccion se realizé utilizando el sobrenadante de
cultivo de L. casei, como lo describe Buck y cols. (2009). Brevemente, L. casei
crecio en 100 mL de medio MRS modificado (10 g/L peptona, 8 g/L Lab-Lemco, 4

g/L extracto de levadura, 20 g/L galactosa, 0,1% "/, sorbitan mono-oleato, 2 g/L
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KoHPO,4, 5 g/L CH3COONa x 3H,0, 2 g/L citrato de triamonio, 0,2 g/L MgSO,4 X
7H,0, 0,05 g/L MnSO,4 x 4H,0) (se reemplaza glucosa por galactosa debido a que
el primer azucar produce un catabolito represor de la cepa reportera V. harveyi
que impide su produccién de luz). Cada 1 h, durante 10 h, se tom6 1 mL de cultivo
y se registrdo su D.O.s00 para determinar el crecimiento de la cepa. Ademas, se
tomaron alicuotas de 4 mL cada hora, se obtuvo el sobrenadante por
centrifugacion, y se neutralizé el pH con NaOH 1M estéril. Posteriormente, el
sobrenadante se filtré utilizando un filtro de membrana con un tamafo de poro de
0,2 um (BIOFIL® Syringe Filter). Estos sobrenadantes se guardaron a -20°C hasta

su andlisis.

Luego se cultivd la cepa reportera V. harveyi, dejandola crecer durante la
noche en medio AB, para luego lavarla y resuspenderla en medio fresco a D.O.g0
de 0,5. En esta etapa, se realizé una dilucion 1/1000 Y/, de la cepa reportera, para
luego cultivar alicuotas de 90 uL en multiples pocillos en una placa de 96 pocillos
(NUNC®), afadiéndole 10 pL de cada uno de los 10 sobrenadantes estériles
obtenidos del cultivo de L. casei (centrifugado, neutralizado con NaOH Yy filtrado) a
cada pocillo (relacion 1:9). Como blanco se utiliz6 90 uL de medio AB con 10 pL
de medio MRS-modificado; como un control negativo se cultivd 90 pL de V.
harveyi con 10 pL de medio MRS-mod; como control positivo se cultivd 90 pL de V.
harveyi con 10 uL de un sobrenadante previamente comprobado a contener Al-2 y

expresar luminiscencia. Cada uno de estos cultivos se realiz6 por triplicado.

Se determind la luminiscencia a 30°C cada 10 min durante 6 h en un lector
de placas Synergy System HT/FLx800 (Biotek®). Se cuantificé la actividad de Al-2

como unidades relativas de luminiscencia (U.R.L.).

Obtencién y preparacion de saliva humana

Para realizar los andlisis de adherencia y formacién de biopeliculas, se
necesitaron muestras de saliva humana. La saliva se preparé como describe
Cuadra-Saenz y cols. (2012). Se recolect6 saliva de 5 donantes adultos sanos (sin
caries u otra patologia oral, sin enfermedades sistémicas, no fumadores, sin

consumo de antibidticos durante los 2 meses previos y sin consumo de
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medicamentos al momento de la toma de muestra). Se solicitd a los donantes no
consumir comida o bebestibles ni cepillarse los dientes las 2 h previas a la
recoleccion de saliva. El protocolo de este estudio fue evaluado y aprobado por los
Comités de Etica y Bioseguridad de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile (Anexos 1 y 2). Para cada participante, se obtuvo un consentimiento
informado (Anexo 3). El examen y toma de muestras se realizé en el Servicio de
Diagnéstico de la Clinica Odontoldgica que pertenece a dicha unidad. Se tomaron
aproximadamente 2 mL de muestra de saliva de cada voluntario donante, la cual
fue depositada en tubos conicos estériles. Se conservaron las muestras a 4°C por
15 min hasta ser procesadas en el laboratorio. La saliva recolectada de ambos
donantes se mezcld y se afiadio DTT a una concentracion final de 0,5 mM. La
mezcla de saliva-DTT se centrifug6 a 6.000 g por 40 min a 4°C. El sobrenadante
se almacen6 a -20°C. Cuando fue requerida la mezcla de saliva-DTT en los
ensayos de adherencia y de formacion de biopelicula, éstas se llevaron a
temperatura ambiente para luego ser esterilizada mediante un filtro de 0,22 pm
(BIOFIL® Syringe Filter).

Ensayo de Adherencia

Con el objetivo de determinar la adherencia bacteriana durante la fase
inicial de formacién de biopelicula, se analiz6 la adherencia después de 16 horas
de incubacion, como describe He y cols. (2015). Se cultivd L. casei hasta fase
exponencial media. Luego, se recolecté una alicuota del cultivo, se centrifugd a
5.000 g por 10 min, se elimin6 el sobrenadante, se lavo y resuspendié en tampdn
PBS estéril a pH 7,4 hasta llegar a una D.O.gp0 de 1,0 final. La bacteria
resuspendida se diluyé a 1:10 Y/, y se inoculé en una placa de poliestireno de 96
pocillos (Orange Scientific®), usando 80 pL de saliva como medio. Se
conformaron 4 grupos experimentales, donde en el primero se incubd 10 pL de L.
casei con 10 pL de agua destilada, en el segundo grupo se incub6 10 uL de L.
casei con 10 pL de un sobrenadante de L. casei que contiene Al-2 comprobado en
el experimento de luminiscencia, en el tercer grupo se incubé 10 pL de L. casei

con 10 pL de DPD, y se utiliz6 como control negativo de adhesién, y como blanco
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en la medicion de la D.O.gp0 10 pL de medio de cultivo MRS y 10 yuL de agua

destilada. Cada uno de estos cultivos se realizo por triplicado.

Estas placas se incubaron a 37°C por 15 h sin agitacion. Luego de la
incubacion, el medio se descartd y se lavo cada pocillo dos veces con 100 uL de
PBS estéril para remover las células no adheridas. Luego se agregé 100 uL de
medio MRS. La adhesion bacteriana se determind usando el ensayo MTT
[bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio] (Roche®). Este ensayo
se realizé segun instrucciones del fabricante. Posteriormente se cuantificaron los

resultados midiendo la D.O.550 mediante un equipo SynergyHT (Biotek®).

Ensayo de Formacion de Biopelicula

Para determinar la formacién de biopeliculas bajo influencia de Al-2, se
cultivo L. casei durante 16 h a 37°C en condiciones anaerobias. El cultivo de L.
casei se centrifugd por 10 min a 5.000 g, se desech6 el sobrenadante, y se
resuspendidé en MRS hasta llegar a una D.O.g de 1,0 final. Por otra parte, se
pretrataron dos cubreobjetos circulares, colocandolos en una placa de 24 pocillos
(Costar® 3526) y depositando 200 pL de saliva estéril procesada anteriormente,
sobre ellos. La placa se incub6 a 37°C por 1 h en agitacion orbital, para permitir la
adhesiéon de las proteinas salivales a la superficie del cubreobjetos de vidrio.

Luego se lavé cada cubreobjetos en PBS, sumergiéndolos una sola vez.

Para el ensayo de formacion de biopeliculas propiamente tal, se agregé a
dos pocillos 800 pL de medio MRS, se sumergieron los cubreobjetos pretratados y
se agreg6 100 pL de L. casei a 1,0 de D.O.g00. A uno de estos pocillos se agrego
100 uL de agua destilada, y al otro 100 uL de DPD quedando 5uM final. Se dej6
incubar por 72 h. Posteriormente, se trasladaron los cubreobjetos a pocillos con
400 uL de tampon PBS, para dejarlos en agitacion orbital por 5 min. Luego los
cubreobjetos se transportaron a pocillos con 300 pL de glutaraldehido 5% v/v en
agitacion orbital por 3 h. Luego se refrigeraron hasta su analisis por microscopia
de barrido en el microscopio JEOL modelo JSM-IT300LV perteneciente al
Laboratorio de Microscopia Electronica de Barrido de la Facultad de Odontologia.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas de manera descriptiva.
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Estadistica

Para el andlisis de datos distribuidos sin normalidad se utilizé el test no
paramétrico U Mann-Whitney, para la comparacion de dos muestras
independientes, considerando como hipotesis nula (HO) que las medianas de las

dos muestras son iguales. Se rechaza la hipotesis nula con valores de P<0,05.

21



RESULTADOS

Crecimiento de Lactobacillus casei ATCC 4646

Con la finalidad de caracterizar el crecimiento de L. casei ATCC 4646 previo
a la evaluacion de la produccion de Al-2, se realizé una curva de crecimiento
(Figura 2). Se puede observar que L. casei ATCC 4646 presenta inicialmente una
fase de latencia, de adaptacion y desarrollo lento, con una velocidad de
crecimiento, determinada mediante la pendiente de la recta de cada seccion, de
0,145/h (aumento de unidades de absorbancia/hora de incubacion), que se
prolonga hasta las 2 horas (Figura2, panel A). A continuacion, se aprecia una
segunda fase de crecimiento exponencial que se prolonga hasta las 6 horas de
incubacion con una velocidad de crecimiento de 0,275/h (Figura2, panel B).
Finalmente es posible observar la fase estacionaria, donde la velocidad de

crecimiento del cultivo disminuye drasticamente a 0,080/h (Figura2, panel C).
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Figura 2. Curva de Crecimiento de L. casei ATCC 4646. Se muestran las velocidades de

crecimiento de cada fase en el borde superior de cada seccién. n=1.
A: fase de latencia; B: fase exponencial; C: fase estacionaria.
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Producciéon de autoinductor-2 por Lactobacillus casei ATCC 4646

Con el objetivo de determinar si L. casei ATCC 4646 es capaz de producir
Al-2, asi como sus niveles durante las distintas fases de la curva de crecimiento,
se procedié a la deteccion de éste usando la cepa reportera V. harveyi ATCC
BAA-1117, la cual produce bioluminiscencia en presencia de Al-2 (Ng y Bassler,
2009). Se cuantificé la actividad de Al-2 como unidades relativas de luminiscencia
(U.R.L.), obteniendo asi los resultados presentados en la Figura 3. Se puede
apreciar que Al-2 esta presente en todas las etapas de crecimiento de la bacteria,
llegando a su maxima expresiéon al comienzo de la fase exponencial (1 a 2h), para
luego mantenerse hasta el término de ésta, a las 5 h, no existiendo diferencias
estadisticamente significativas en las U.R.L. detectadas entre estos periodos de
tiempo (2h v/s 5h p=0,379; 4h v/s 5h p=0,129). Luego se observa que los niveles
de Al-2 comienzan a decrecer, de manera significativa (4h v/s 6h p=0,0308), y
luego de manera mayor al avanzar en la fase estacionaria (9-10 h) (1h v/s 9h
p=0,005).
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Figura 3. Cuantificacion de luminiscencia producida por V. harveyi ATCC BAA-1117 al ser
expuesto a sobrenadantes de cultivos de L. casei ATCC 4646 en diferentes fases de la
curva de crecimiento. U.R.L.: unidades relativas de luminiscencia. * indica p<0,05;
*x indica p<0,005.
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Adhesion de Lactobacillus casei ATCC 4646 y efecto de autoinductor-2

Con la finalidad de determinar el efecto de Al-2 en la adhesion de L. casei
ATCC 4646, se realizé un cultivo tal como se describe en la metodologia. Por
medio del ensayo MTT, se pudo observar cualitativamente la capacidad de
adhesion, por la intensidad de la coloracion en cada grupo, como se aprecia en la
Figura 4. La intensidad del color indica la presencia de bacterias vivas adheridas a
la superficie, debido a que el ensayo solo tifie bacterias viables y en proliferacion.
En la Figura se ve al grupo con L. casei solo (A) y al grupo blanco sin L. casei (D)
con baja intensidad de color, lo que indica que no hay bacterias adheridas. En
cambio, el grupo de L. casei con sobrenadante (B) presenta una mucho mayor

intensidad, seguido por el grupo de L. casei con DPD (C).

Figura 4. Fotografia del resultado del ensayo de adherencia. Se aprecia las diferencias
de color entre los grupos experimentales, que indica la presencia de bacterias vivas
adheridas en proporcionalidad directa con la intensidad del color. A: grupo con L. casei;
B: grupo con L. casei y sobrenadante; C: grupo con L. casei y DPD; D: grupo blanco.

El andlisis de los resultados del ensayo de adherencia se presenta en la
Figura 5, donde se observa una mayor adhesion del grupo experimental con un
sobrenadante de L. casei que contiene Al-2 (Figura 5, columna B), seguido del
grupo experimental con DPD (columna C), en contraste al grupo que contiene solo
L. casei (columna A). Cuando L. casei se incubd sin estimulo (columna A)
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presentd valores de absorbancia similar al control sin L. casei (columna D), lo que
indica que la adhesion de bacterias fue practicamente nula en ausencia de

autoinductor.

Se logro encontrar un efecto positivo significativo en la adhesion de L. casei
en presencia del sobrenadante (P<0,00001) y de DPD (P=0,0024), siendo
significativamente mayor en el grupo con sobrenadante respecto al grupo con
DPD (P<0,00001).
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Figura 5. Andlisis de adherencia de L. casei ATCC 4646 a superficie sélida. A: cultivo
de L. casei; B: cultivo de L. casei con sobrenadante; C: cultivo de L. casei con DPD; D:
grupo blanco, es decir, solo medio de cultivo y agua, sin L. casei.
* indica p<0,05; ** indica p<0,00005.
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Formacién de Biopelicula de Lactobacillus casei ATCC 4646

Con el objetivo de evaluar el efecto de Al-2 en la formacion de biopeliculas
de L. casei ATCC 4646, se cutivd sobre cubreobjetos de vidrio previamente

embebidos en saliva, tal como se indica en la seccién metodologia.

En la Figura 6 se observa las imagenes obtenidas mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). En la biopelicula de L. casei en ausencia de DPD
(Figura 6A), se observa que hay adherencia de algunas bacterias a la superficie,
asi como agregacion bacteriana. En aquella biopelicula con adicion de DPD
(Figura 6B), se observa cualitativamente una mayor cantidad de bacterias
adheridas y agregacion bacteriana aparentemente mas grande y numerosa, junto
con un leve incremento en la formacién de matriz de exopolisacaridos, que se

aprecia como una sustancia amorfa adherida a las bacterias.

Ademas, es posible observar que, en ambos casos, L. casei mantiene su
forma celular caracteristica de baston, lo que indica que DPD no afecta

negativamente el tamafio, crecimiento o division celular.
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Figura 6: Fotomicrografias por microscopia electronica de barrido (SEM) de biopeliculas de L.
casei ATCC 4646 sobre discos de vidrio embebidos con saliva a las 72 horas de incubacion.
Magnificaciéon 1500X (columna izquierda) y 7000X (columna derecha). Fila A: L. casei en
medio MRS mas agua destilada; Fila B: L. casei en medio MRS mas DPD. Flecha azul:
bacteria adherida; Flecha verde: exopolisacaridos; Circulo rojo: agregacion bacteriana.
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DISCUSION

En este estudio se demostré que el sistema de quorum sensing mediante
autoinductor-2, es producido y secretado por L. casei ATCC 4646, influyendo
positivamente en su capacidad de adhesion y de formacion de biopeliculas,

confirmandose asi la hipotesis planteada.

Para determinar la produccion de Al-2 por L. casei ATCC 4646, asi como
sus niveles durante las diferentes fases de la curva de crecimiento, se realizaron
cultivos de este microorganismo, y se tomaron sus sobrenadantes para la
deteccion de Al-2. Gracias a los datos representados en la curva de crecimiento
(Figura 2) se logro caracterizar el crecimiento de L. casei para luego correlacionar
los datos del ensayo de deteccion de Al-2 con las distintas etapas de crecimiento
de la bacteria, determinando el inicio de la fase exponencial desde las 2h de
crecimiento y alcanzando el inicio de su fase estacionaria a las 6h de incubacion.
Estos resultados son similares a lo descrito por Takagi y cols. (2014), quienes
analizaron el crecimiento de Lactobacillus delbrueckii, L. paracasei y L. plantarum,
determinando que a las 6 h comienzan a entrar en su fase estacionaria, la cual se

asienta a las 8 h.

Las alicuotas obtenidas durante la curva de crecimiento, se procesaron
como se describe en la metodologia, cultivando el sobrenadante obtenido con V.
harveyi para cuantificar su bioluminiscencia. Con los datos obtenidos,
representados en la Figura 3, se confirmd que L. casei ATCC 4646 cultivado en
medio MRS modificado es capaz de producir Al-2, cuyos niveles son mayores al
comenzar la fase exponencial, a las 2 h de crecimiento, manteniendo sus niveles
de AI-2 durante practicamente toda esta fase. Luego, los niveles de Al-2
comienzan a decaer al llegar a la fase estacionaria, pero sin dejar de estar
presente. Es importante sefialar que la metodologia utilizada permite detectar Al-2
presente en el medio, sin embargo, no permite determinar la tasa de produccion
de éste. En este contexto, es posible que el Al-2 detectado en la fase estacionaria,
por ejemplo, sea debido a Al-2 residual producido en las fases anteriores, o bien

que su tasa de produccion no haya disminuido y que el decaimiento de sus niveles
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sea debido a su utilizacion. Aun asi, se puede afirmar que independiente de la
fase de crecimiento en que se encuentre la bacteria, hay presencia de Al-2. A la
fecha, no existen estudios previos que reporten que L. casei ATCC 4646 produzca
Al-2. Sin embargo, hay estudios que reportaron que L. rhamnosus GG es capaz
de producir Al-2, el que alcanza su maxima expresion en la fase estacionaria, pero
que también se encuentra siempre presente durante su crecimiento (Lebeer y cols.,
2007; De Keersmaecker y cols., 2003).

Moslehi-Jenabian y cols. (2007) reportaron que la produccion de Al-2 esta
directamente relacionada con el estrés acido en otras especies de Lactobacillus, al
disminuir el pH del medio, sin embargo, esto no ha sido investigado en L. casei.
Seria importante investigar si existio una baja en el pH del medio durante las
primeras fases de crecimiento y si esto podria afectar en mayor medida la

produccion de Al-2 en las fases finales de cultivo.

Una vez confirmada la produccion de Al-2 por L. casei, se procedid a
determinar si efectivamente su adhesidon se veia favorecida por la presencia de
esta molécula. Para esto se usé el ensayo MTT, el cual es capaz de detectar
bacterias vivas adheridas, logrando discriminar entre bacterias viables y bacterias
muertas residuales. En este ensayo, se utilizaron 4 grupos experimentales. El
primero consisti6 en un cultivo de L. casei en saliva humana como control. El
segundo grupo fue un cultivo de L. casei en saliva humana donde se agregé
sobrenadante de un cultivo previo de L. casei que contenia Al-2. En el tercer grupo
se cultivd L. casei en saliva humana, agregando ademéas DPD comercial. El cuarto

grupo consistié en medio MRS con saliva humana como blanco.

Se utilizé6 DPD, una molécula que se cicla espontaneamente formando Al-2,
para determinar con mejor precision su efecto en la adhesion de L. casei. El
objetivo de incluir un grupo con un sobrenadante de un cultivo de L. casei que
contiene Al-2, entre otros compuestos secretados por la bacteria, fue determinar si
existian ademas otros factores diferentes a Al-2, producidos por L. casei, que

influyeran en su adhesion.
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Se logro encontrar un efecto positivo significativo en la adhesién de L. casei
en presencia del sobrenadante (P<0,00001) y de DPD (P=0,0024), siendo
significativamente mayor en el grupo con sobrenadante respecto al grupo con
DPD (P<0,00001), indicando que si bien Al-2 favorece la adhesion a superficies,

no es el unico elemento responsable y existen otros factores involucrados.

Haddaji y cols. (2015), estudiaron dos cepas de L. casei diferentes a la
usada en nuestro estudio, encontrando que a bajo pH L. casei cambia las
propiedades de su membrana, aumentando la proporcion de &acidos grasos
saturados versus los insaturados, y disminuyendo significativamente su adhesion
a superficies. Aunque no encontraron relacién significativa entre los cambios en la
membrana y la adhesion a superficies, sus resultados indican que el pH del medio
podria estar afectando, mediante otros mecanismos, la adhesion a superficies. Sin
embargo, Moslehi-Jenabian y cols. (2007) encontraron que L. rhamnosus y L.
acidophilus aumentaban la transcripcion del gen luxS y la secrecién de Al-2 a
medida que bajaba el pH del medio, siendo atenuado en células ya adaptadas al
estrés acido. Esto indica que se requieren futuras investigaciones para determinar
si en L. casei, cambia la actividad de Al-2 dependiendo del pH del medio, y si esto

altera su adhesion a superficies.

Yeo y cols. (2015), analizaron la influencia de distintos tipos de estrés
gastrointestinales en la actividad de Al-2 en L. rhamnosus y L. plantarum. En el
estudio, compararon in vitro la adhesion de ambas cepas a células epiteliales
intestinales de cerdo, usando Al-2 purificado y un inhibidor de Al-2. Encontraron
un aumento en la adhesion en presencia de Al-2 en ambas cepas, y una
disminucién en la adhesion y en la expresién del gen luxS en presencia del
inhibidor de Al-2. Esto también se condice con lo encontrado en nuestro estudio,

indicando que Al-2 tiene un rol en la adhesion a superficies.

Buck y cols. (2009) estudiaron el efecto de Al-2 en la adhesion de L.
acidophilus, utilizando una cepa mutante del gen luxS que no producia Al-2.
Notaron una disminucion del 58% en la adhesién a células epiteliales intestinales

in vitro en comparacion al control. Esto se condice con lo encontrado por nuestro
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estudio, en donde la presencia de altas cantidades de Al-2 aumento la adhesion a

superficies in vitro.

Por medio del ensayo de formacion de biopelicula, se obtuvieron imagenes
de microscopia de barrido para analizar la formacion de biopelicula de L. casei. A
través de un analisis visual cualitativo, se puede ver que hay un aumento en la
cantidad de bacterias adheridas a la superficie, agregacion bacteriana y formacion
de matriz de exopolisacéridos en el grupo con DPD (Figura 6). Esto indica que hay
una tendencia a formar biopeliculas monoespecie con mayor intensidad cuando
hay mayores niveles de Al-2. Sin embargo, Rickard y cols., (2006) describen en S.
oralis y A. naeslundii, que sobre y bajo cierta concentracién de Al-2, se puede
inhibir la capacidad de formar biopeliculas. Seria interesante evaluar como afecta
la concentracion de Al-2 en la capacidad de L. casei de formar biopeliculas.
Ademas, aun queda por determinar si este efecto ocurre en biopeliculas
multiespecie, que es la condicidén natural en que se encuentran las bacterias de la
biopelicula dental. No existen estudios previos que evallen el efecto de Al-2 en la

formacion de biopeliculas multiespecie con L. casei.

El presente estudio plante6 como hipétesis que el sistema de quorum
sensing mediado por autoinductor-2 funcional esta presente en L. casei ATCC

4646, promoviendo su adhesién y formacion de biopeliculas.

Luego de analizar los resultados obtenidos en general, es posible afirmar
que la presencia de Al-2 favorece la adhesion y formacion de biopelicula de L.
casei ATCC 4646, ya que se aprecia un aumento significativo en su capacidad de
adhesién a superficies y un aumento en la capacidad de formacién de biopelicula

en presencia de Al-2.

De acuerdo con esto, se valida la hipétesis planteada en esta investigacion.
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CONCLUSIONES

En este estudio se analizo si L. casei ATCC 4646 posee un sistema de quorum
sensing mediado por Al-2 funcional, y si éste participa en su capacidad de
adhesion y de formacion de biopeliculas, lo cual no ha sido descrito previamente

para esta bacteria, determinando que:

e Lactobacillus casei ATCC 4646 es capaz de producir Al-2 funcional al
medio externo.

e La adhesion de Lactobacillus casei ATCC 4646 a superficies se ve
favorecida en presencia de Al-2.

e La formacién de biopeliculas monoespecie de Lactobacillus casei ATCC

4646 se ve favorecida en presencia de Al-2.

En conclusion, L. casei ATCC 4646 posee un sistema de quorum sensing
mediado por Al-2 funcional, que actla sobre este microorganismo aumentando su

capacidad de adhesion a superficies y formacién de biopeliculas.

Estos resultados permiten deducir que este sistema puede favorecer la

permanencia de esta bacteria en lesiones de caries.

SUGERENCIAS

Se sugiere investigar a futuro en L. casei la relacién de la variacién de pH
en el medio con la actividad de Al-2 y el gen luxS y la adhesion a superficies.
También se sugiere investigar el efecto de Al-2 en la capacidad de L. casei de

formar biopeliculas multiespecies.
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FDO N°67

Santiago,15 de Diciembre de 2015.

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Bioseguridad (CIB) ha analizado el Proyecto de
Investigacion Fondecyt Iniciacion N°11150928, 2015 titulado “Role of LuxS and
autoinducer-2 in the interaction between Lactobacillus casei and Bifidobacterium
dentium, two cariogenic microorganisms”. El Investigador Responsable de este
proyecto es la Dra. Claudia Lefimil Puente, Académica del Instituto de Investigacion en
Ciencias Odontologicas, Facultad Odontologia, Universidad de Chile.

Todos los ensayos a realizar que involucran clonamientos, formacién de biopeliculas y
adherencia bacteriana, se realizaran en el laboratorio de Bioquimica y Biologia Oral de
la Facultad de Odontologia, cuyo personal que colaborara se encuentra debidamente
entrenado en esta area. Ademas, ellos estaran bajo la supervision de la Dra. Lefimil.

El CIB certifica que la Facultad mencionada anteriormente, cuenta con las facilidades
para el manejo y desecho del material biolégico, quimico, patégenos y ADN
recombinante a utilizar en el proyecto de acuerdo al Manual de Bioseguridad, Conicyt
2008. Ademas, el investigador se compromete a velar por el cumplimiento de las
normas de bioseguridad, durante el desarrollo del proyecto.

Se extiende el presente certificado a solicitud de la Dra. Lefimil para ser
presentado al Concurso Fondecyt Iniciacién 2015.

1 /[L\ vamle o paie
Dr. Mario Chiong Dra. Carla Lozano M.
Secretario Presidenta

Facultad de Odontologia. Sergio Livingstone P. 943, Independencia, Fono 29781793-29781832, Fax: 29781748, Santiago.
http://odontologia.uchile.cl
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas. Sergio Livingstone P. 1007, Independencia, Fono 29781793 Fax: 29781748,
Santiago. http://www.quimica.uchile.cl/
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FACULTAD DE | COMITE ETICO 3
ODONTOLOGIA | CIENTIFICO ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE INVESTIGACION

Dr.Eduardo Fernandez Pdte./ Dr.Marco Cornejo / Dra. Maria Angélica Torres/Dr. Eduardo Rodriguez/ Dr.Mauricio Baeza/ Sra. Paulina
Navarrete/Sr. Roberto La Rosa

ACTA N°: 2015/11

1. Acta De Aprobacion De Protocolo De Estudio N° 2015/13 : Fondecyt Iniciacién
2015/11150928

2. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la

Universidad de Chile participantes en la aprobacion del Proyecto:

Dr. Eduardo Fernandez Godoy Dr. Marco Cornejo O. Sra. Paulina Navarrete C.
Presidente CEC Vicepresidente CEC Secretaria Ejecutiva CEC
Dr. Alfredo Molina B. Dr. Roberto La Rosa H. Dr. Mauricio Baeza Paredes
Miembro Alterno Miembro permanente del CEC Miembro permanente del CEC
3. Fecha de Aprobacion: 21/12/2015

4. Titulo completo del proyecto:  Proyecto Fondecyt Inicio 11150928. “Role of LuxS and
autoinducer-2 in the interaction between Lactobacillus
casei and Bifidobacterium dentium, two cariogenic

microorganisms”.

5. Investigador responsable: Dra. Claudia Lefimil Puente PhD, Académico del
Instituto de Investigacion en Ciencias Odontologicas
(ICOD), de la Facultad de Odontologia, Universidad de
Chile.

6. Institucion Patrocinante: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.
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7. Documentacion Revisada y Aprobada:

» Proyecto Fondecyt Inicio 11150928. “Role of LuxS and autoinducer-2 in the
interaction between Lactobacillus casei and Bifidobacterium dentium, two
cariogenic microorganisms”. Version del 24/11/2015.

» Consentimiento Informado (Cl) version 16/12/2015 correspondiente al Proyecto
Fondecyt Inicio 11150928. “Role of LuxS and autoinducer-2 in the interaction
between Lactobacillus casei and Bifidobacterium dentium, two cariogenic
microorganisms”. Version del 24/11/2015.

» Curriculo del unico investigador y responsable (IR) Dra. Claudia Lefimil Puente
PhD.

» Carta del Dr. Gonzalo Rodriguez, colaborador directo de la investigacion, version
26/05/2015.

Carta de aceptacion de la Directora de la Clinica Odontolégica de la Facultad de

Y

Odontologia de la Universidad de Chile Dra. Alejandra Angulo, version del
17/12/2015.

8.- Caracter de la poblacion: Pacientes en estado de salud bucal, que voluntariamente donen una

muestra de saliva.

9.- Fundamentacion de la aprobacion

El objetivo de esta investigacion es esclarecer el tipo de comunicacién que existe entre bacterias
cariogénicas del tipo Lactobacillus con bacterias del tipo Bifidobacterium, y como esta
comunicacion afecta la presencia y formacién de placa dental. Para esto se utilizaran bacterias
adquiridas comercialmente que han sido obtenidas desde caries, y se requiere ademas saliva
humana a los sujetos voluntarios invitados a participar, a los que se les realizara un examen bucal
para evaluar su salud oral en general. En caso de calificar dentro de los criterios de inclusion se le
solicitara donar una muestra de saliva de 2 ml, procedimiento inocuo y rapido para el participante.
Ademas la IR declara que los sujetos voluntarios no correran ningun riesgo durante y posterior al
procedimiento de la investigacion debido a que la toma de muestra de saliva no produce dafo ni
dolor. La investigadora declara que se tomaran todas las medidas de bioseguridad Se entregara la
informacién a los participantes y se tomara un consentimiento informado, explicando objetivos del
estudio, nulos riesgos, confidencialidad de los datos y procesamiento de las muestras del presente
estudio. El proyecto fue revisado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile y no presenta reparos éticos, todos los miembros declararon no tener
conflictos de interés, se ajusta a las normas de investigacion en seres humanos. El formulario del
consentimiento informado cumple con los requisitos exigidos, y los antecedentes curriculares de la
investigadora principal garantizan la ejecucion del estudio dentro de los marcos éticamente

aceptables. Este estudio hace referencia a la utilidad de la informacién obtenida a partir de los
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datos del estudio, y su aporte social que podria ser relevante a la etiopatogenia de la caries,

enfermedad altamente prevalente en la poblacion.

En consecuencia, el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile, Aprueba por unanimidad de sus miembros el estudio: “Role of LuxS and autoinducer-2 in the
interaction between Lactobacillus casei and Bifidobacterium dentium, two cariogenic
microorganisms” bajo la conduccion de la Dra. Claudia Lefimil Puente, académica del Instituto de
Investigacion en Ciencias Odontologicas de la Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

La Dra. Lefimil asume el compromiso de enviar a este Comité cualquier enmienda realizada
durante la ejecucion del protocolo y una copia del Informe final de resultados. Este Comité se
reserva el derecho de monitorear este proyecto si lo considera necesario y el investigador debera,
bajo mutuo acuerdo, presentar los antecedentes solicitados.

Dicho estudio se llevara a cabo en el Laboratorio de Bioquimica y Biologia Oral de la Facultad de
Odontologia, y el examen clinico intraoral y la toma de muestras de saliva se realizara en la Clinica
Odontolodgica de la Facultad de Odontologia, bajo la supervisién de la Dra. Claudia Lefimil Puente,

como Investigador Principal.

qu ﬁe?r(a;@;z Godoy

Facultad de Odontologla

C/C.
Investigador Principal.
Secretaria C.E.C.
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FACULTAD

ODONTOLOGIA

i UNIVERSIDAD DE CHILE

Consentimiento Informado Para Participacion en Proyecto de Investigacion
Dirigido a Adultos mayores de 18 afios

Titulo del Protocolo: Rol de LuxS y el autoinductor-2 en la interaccién entre Lactobacillus casei
y Bifidobacterium dentium, dos microorganismos cariogénicos.
(Role of LuxS and autoinducer-2 in the interaction between Lactobacillus
casei and Bifidobacterium dentium, two cariogenic microorganisms).

Investigador Principal: Claudia Lefimil Puente, Académico Area Bioquimica, Instituto de
Investigacion en Ciencias Odontologicas.

Sede de Estudio: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile — Sergio Livingstone 943
— Independencia, Santiago.

Nombre del PartiCipante: ... ... ... e e e

Este documento de Consentimiento Informado consta de dos partes:

« Informacién (proporciona informacién sobre el estudio para usted).

» Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar).
Ud. recibira una copia completa del Documento de Consentimiento Informado.

Mi nombre es Claudia Lefimil Puente y soy académico de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile. Estoy realizando una investigacion de la cual le proporcionaré informacion y a la que lo invitaré
a participar. No tiene que decidir hoy si lo hara o no. Antes de tomar su decision puede hablar acerca de
la investigaciéon con cualquier persona de su confianza. Este proceso se conoce como Consentimiento
Informado y puede que contenga términos que usted no comprenda, por lo que siéntase con la absoluta
libertad para preguntar sobre cualquier aspecto que le ayude aclarar sus dudas al respecto.

Una vez aclarada todas sus consultas y después que haya comprendido los objetivos de la Investigacion
y si desea participar, se le solicitara que firme este formulario.

Los aspectos de este formulario tratan los siguientes temas: Justificacion de la Investigacion, Objetivo,
Beneficios, Tipo de Intervencion y procedimiento, Riesgos, Confidencialidad y Difusion de datos, Criterios
para seleccion de los participantes en el estudio y Aclaraciones.

Justificacion de la Investigacion
La caries dental es uno de los principales problemas de salud oral a nivel mundial, afectando a casi el
100% de la poblacion adulta. Su origen se asocia con la presencia de numerosas bacterias adheridas
sobre los dientes, formando lo que se conoce como placa bacteriana. En esta placa viven bacterias que
producen &acidos, produciendo pérdida del esmalte dental y la formaciéon de caries. En este estudio se
propone que dos de estas bacterias (Lactobacillus y Bifidobacterium) pueden comunicarse enf

ese modo, pueden incrementar su capacidad de producir caries, y se quiere analizar como*
de hacerlo. /S
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Objetivo

La presente investigacion tiene por objetivo esclarecer el tipo de comunicacion que existe entre bacterias
cariogénicas del tipo Lactobacillus con bacterias del tipo Bifidobacterium, y como esta comunicacién
afecta la presencia y formacion de placa dental. Para esto se utilizaran bacterias adquiridas
comercialmente que han sido obtenidas desde caries, y se requiere ademas saliva humana.

Beneficios

Usted no recibira beneficio directo por participar en este estudio, sin embargo los resultados que se
generen seran informaciéon muy importante y no disponible sobre como las bacterias cariogénicas se
comunican entre si y pueden producir caries. Ademas de esto, usted recibira por parte de un profesional
odontélogo un informe de su salud oral, asi como orientacion para mejorarla.

Tipo de Intervencion y Procedimiento

Si usted decide participar se le realizara un examen bucal para evaluar como se encuentra su dentadura
y su salud oral en general. Si usted esta libre de caries y sus encias se encuentran sanas se le solicitara
donar una muestra de saliva de 2 ml. Para esto deberda no consumir alimentos o bebidas por 2 horas
previo a la toma de muestra, la que sera colectada en un frasco plastico estéril, y trasladada al
Laboratorio de Bioquimica y Biologia Oral de la Facultad de Odontologia, en donde sera mezclada con
muestras de otros 4 donantes, en un recipiente Unico, perdiéndose completamente la identidad de cada
muestra. Luego de esto, esta mezcla de muestras salivales sera centrifugada para eliminar todas las
células y bacterias que contenga.

Riesgos

Usted no correra ningun riesgo durante y posterior al procedimiento de la investigacion debido a que la
toma de muestra de saliva no produce dafio ni dolor. Ademas, estas muestras sélo seran utilizadas en
este estudio, no siendo almacenadas para utilizarlas a futuro en estudios genéticos o de otro tipo.

Criterios para seleccion de los participantes en el estudio
Los criterios de inclusion seran: Adultos mayores de 18 afos, sin patologias orales (caries o
gingivitis/periodontitis), no fumadores, que no hayan utilizado antibiéticos los ultimos 3 meses.

Los criterios de exclusion seran: individuos menores de 18 afios, que hayan consumido antibiéticos
durante los 3 Ultimos meses o que sean fumadores.

Confidencialidad y difusion de datos.

La informacién obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacion de participantes, sera mantenida
con estricta confidencialidad por el investigador. El nombre y datos personales de usted seran codificados
para el uso en este estudio y no seran identificados publicamente. Los resultados emanados de este
estudio podran ser publicados en revistas cientificas.

Aclaraciones

e La participacion es completamente voluntaria.

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar la intervencioén.

e Siusted decide puede retirarse cuando lo desee.

e Si usted lo desea puede retirar su muestra de saliva del estudio, pero sélo hasta antes de que
haya sido procesada, ya que al ser mezclada con las muestras de los demas donantes sera
imposible der ser separada para su devolucion.

* No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

¢ No recibira pago por su participacion.

e Usted podra solicitar informacion actualizada sobre el estudio, al investigador responsable.

e La informaciéon obtenida de la Investigacion, respecto de la identificacion de pacientes, sera
mantenida con estricta confidencialidad por los investigadores. ,\ééx}ﬂos P

e Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacion, pu suo_@éa

firmar la Carta de Consentimiento Informado anexa al documento. COS':E'TS
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Carta de Consentimiento Informado

A través de la presente, declaro y manifiesto, libre y espontdneamente y en consecuencia acepto que:

1. He leido y comprendido la informaciéon anteriormente entregada y mis preguntas han sido
respondidas de manera satisfactoria.

Tengo conocimiento del procedimiento a realizar.
Conozco los beneficios de participar en la Investigacion.

El procedimiento no tiene riesgo alguno para mi salud.

o~ 0D

Ademas de esta informacion que he recibido, seré informado(a) en cada momento y al
requerimiento de la evolucién de mi proceso, de manera verbal y/o escrita si fuera necesaria y al
criterio del investigador.

6. En caso de cualquier duda puede acudir a Claudia Lefimil, mail clefimil@odontologia.uchile.cl, de
lunes a viernes de 08:00 a 18:00 hrs, o via telefénica al 229781792 o dirigirse al Dr. Eduardo
Fernandez, Presidente del Comité Etico Cientifico, Facultad de Odontologia, Universidad de
Chile al correo electrénico cec.fouch@odontologia.uchile.cl.

Doy mi consentimiento al investigador y al resto de colaboradores, a realizar el procedimiento pertinente,
PUESTO QUE SE QUE ES POR MI PROPIO INTERES.

Nombre del participante:

Firma:

Fecha:

Secciodn a llenar por el Investigador Principal

He explicado al Sr(a) la naturaleza de la investigacion, le
he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su participacién. He contestado a las
preguntas y he preguntado si tiene alguna duda. Acepto que conozco la normativa vigente para la
realizar la investigacién con seres humanos y me apego a ella.

Nombre del Investigador Principal:

Firma:

Fecha:

Nombre del Director del establecimiento donde realiza la investigacién o de su representant,e% S\DAD o
f X7

Firma: i

Fecha:
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