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Introduccioén

La periodontitis cronica es una enfermedad infecciosa ocasionada por cambios
a nivel del biofilm subgingival y la respuesta inmunoinflamatoria del hospedero,
destruyendo los tejidos de soporte del diente (Armitage, 1995). El biofilm
subgingival esta compuesto de comunidades microbianas complejas, las cuales
hasta la fecha, no han sido analizadas con técnicas que las caractericen en su
totalidad. En este contexto, las nuevas tecnologias de secuenciacion, como el
high-throughput pyrosequencing, adquieren gran relevancia, con el fin de
comprender mejor la diversidad e interrelaciones al interior del microbioma
subgingival (Margulies et al., 2005). Por otra parte, se ha descrito que los signos
clinicos a nivel del saco periodontal, pueden estar influyendo la composicion de
las comunidades microbianas a este nivel (Socransky and Haffajee, 2005).
Dentro de ellos, el sangrado al sondaje (BOP) destaca como el signo clinico
gue refleja mas fielmente la inflamacidn en los tejidos periodontales (Greenstein
et al., 1981 ; Offenbacher, 2007). La relacion del BOP con la composicion de la
microbiota ha tratado de ser caracterizada otros autores (Armitage, 1982 ;Baab,
1986; Socransky, 1991), pero generalmente su influencia no ha sido
debidamente aislada como factor a estudiar, por lo cual no se ha podido obtener
conclusiones mas precisas. Ademas, estos trabajos han utilizado metodologias

gue se centran en algunos microorganismos especificos sin abordar el



microbioma en toda su complejidad. Debido a lo anterior, el propdsito de este
estudio, fue determinar la influencia del BOP en la composicion y cantidad del
microbioma subgingival, utilizando como técnica principal 454- high throughput

pyrosequencing.



Aspectos tedricos

Generalidades de la periodontitis cronica

La periodontitis cronica es una enfermedad compleja que en su
expresion involucra la interaccion del biofilm subgingival con la respuesta
inmunoinflamatoria del hospedero y las subsecuentes alteraciones en la
homeostasis del tejido conectivo y del hueso alveolar (Kornman, 2008). Esta
patologia es reconocida como la forma mas comun de periodontitis, pudiendo
iniciarse a cualquier edad, pero siendo mas frecuentemente detectada en
pacientes adultos (1999 International International Workshop for a Classification
of Periodontal Diseases and Conditions. Papers. Oak Brook, lllinois, October

30-November 2, 1999, 1999).

Algunos estudios han descrito que en varios lugares del mundo la
prevalencia de la periodontitis cronica ha mostrado una tendencia al descenso
(Borrell et al., 2005; Demmer and Papapanou; Hugoson and Norderyd, 2008).
Sin embargo, la periodontitis crénica es aun un problema de salud de
importancia, del cual algunos investigadores sefialan que su prevalencia ha sido

subestimada, especificamente en el caso de Estados Unidos, debido a los



protocolos utilizados en la NHANES (Nacional Health and Nutrition Examination

Survey (Eke et al., 2010).

Segun diversos estudios epidemioldgicos, la prevalencia de la
periodontitis severa en pacientes adultos es variada, en Canada es del 22%, en
Francia del 20%, llega al 50% en una cohorte en Brasil, en Alemania al 21%, en
una poblacién de USA al 32% y en Australia asciende apenas al 4% (Demmer
and Papapanou, 2010). Estas diferencias en la prevalencia pueden deberse a
las caracteristicas de la poblacion examinada, aunque también es claro que la
diversidad de definiciones de caso utilizadas para “periodontitis” en los distintos
estudios afectan las mediciones de prevalencia (Savage et al., 2009) . En Chile,
un estudio epidemiolégico reciente de Gamonal y cols., establecié que un tercio
de la poblacion de adultos jovenes (35 a 44 afios) y dos tercios de en los
adultos mayores (65 a 74 afos) presenta al menos un sitio con una pérdida del
nivel de insercion clinica mayor o igual a 6 mm. Debido a lo anterior, se
desprende que la periodontitis constituye un problema de salud importante en

nuestro pais (Gamonal et al., 2010).

La periodontitis desde un punto de vista patoldgico, se caracteriza por la
presencia de inflamacién gingival en los sitios periodontales afectados, seguido
de una desinsercion de las fibras coladgenas del cemento y una migracion apical

del epitelio de union. Ademas, los eventos inflamatorios junto con la pérdida del



tejido conectivo de insercidn, conducen a la reabsorcion de la porcion coronal
del hueso de soporte alveolar (Armitage, 1995). Para efectuar el diagnéstico de
esta enfermedad, junto con la inspeccion visual de los tejidos gingivales, se han
utilizado una serie de mediciones clinicas, tales como la profundidad al sondaje
(PD), la medicion del nivel de insercion clinica (CAL) y el sangrado al sondaje

(BOP)(Savage et al., 2009).

Etiologia de la periodontitis cronica

La periodontitis cronica resulta de la interaccion entre los mecanismos
defensivos del hospedero y comunidades microbianas complejas a nivel del
biofilm subgingival (Socransky and Haffajee, 2005); este ultimo puede contener
hasta un numero estimado de 500 especies bacterianas (Aas et al., 2005). Por
muchos afos, el biofilm subgingival fue estudiado fundamentalmente utilizando
cultivo microbioldgico clasico, identificando a las distintas especies de acuerdo
a sus caracteristicas fenotipicas. Destacan entre los estudios realizados con
esta metodologia los trabajos clasicos de Moore & Moore (Moore and Moore,
1994), en los cuales examinaron la composicion de la microbiota subgingival en
salud y en distintas condiciones de enfermedad periodontal, llegando a obtener
17,000 aislados provenientes de mas de 600 pacientes, lo cual (junto a otras
investigaciones), contribuyé notablemente al conocimiento del biofilm

subgingival (Socransky and Haffajee, 2005). La utilizacion de las técnicas de



cultivo, ha posibilitado la identificacion de nuevas especies y ha permitido contar
con dichos microorganismos viables para caracterizar su interaccién con los
tejidos periodontales. Sin embargo, el cultivo microbioldgico presenta
limitaciones importantes, que han hecho evidente la necesidad de disponer de
nuevos métodos de caracterizacion de la diversidad del microbioma subgingival.
Al respecto, un claro ejemplo de estas limitaciones fue la subestimacién de la
participacion de espiroquetas en las enfermedades periodontales, debido a la
gran dificultad que existe para cultivarlas (Asai et al., 2002). El advenimiento de
técnicas moleculares ha ayudado a superar este tipo de obstaculos,
contribuyendo a una mejor comprension del microbioma subgingival.
Incorporando este tipo de metodologias, Socransky y cols. analizaron la
presencia y niveles de 40 especies bacterianas utilizando la técnica del
checkerboard DNA-DNA hybridization, aportando conocimientos fundamentales
de la organizacion de estas especies al interior del biofilm subgingival y su
relacion con salud periodontal. Estos autores observaron, en repetidas
ocasiones, que la mayoria de estos microorganismos se podian agrupar en 5
“clusters” o complejos (Socransky et al., 1998). Entre ellos, el “Complejo Rojo”,
compuesto por Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema
denticola, ha sido el mas frecuentemente asociado a periodontitis cronica

(Byrne et al., 2009; Socransky et al., 2002; Ximenez-Fyvie et al., 2000). Varios



estudios han confirmado esta asociacion, basandose en técnicas de cultivo
microbiolégico clasico, que seleccionan microorganismos con requerimientos
especificos de crecimiento y en métodos moleculares orientados al andlisis de
especies previamente escogidas. Cabe destacar que los complejos descritos
por Socransky y cols. sélo nos dan cuenta de cOmo se agrupan y asocian con
enfermedad las 40 especies estudiadas, por lo que resulta interesante continuar
este analisis y caracterizar cuél seria la distribucién de la totalidad de las
especies dentro del biofilm subgingival. Por lo tanto, dichas aproximaciones
son insuficientes para el estudio exhaustivo de este complejo ecosistema,
siendo fundamental utilizar metodologias que permitan caracterizar cambios en
el “microbioma subgingival” y asi entender el funcionamiento ecoldgico de estas

comunidades (Shchipkova et al., 2010).

El Microbioma Oral Humano

El término microbioma fue acufiado por J. Lederberg, y se refiere a la
comunidad ecologica o comensal, simbidtica y microorganismos patogénicos
gue literalmente comparten en el espacio de nuestro organismo y han sido
ignorados como determinantes de salud y enfermedad. En la actualidad, la

determinacién de las caracteristicas del microbioma humano es de gran interés



y se estan realizando grandes esfuerzos internacionales para su estudio, siendo
el National Institutes of Health Human Microbiome Project (HMP), el mayor
contribuyente a esta iniciativa (Chen et al., 2010a). El objetivo de HMP es
caracterizar la totalidad de los microorganismos y sus genomas, ademas de las
interacciones ambientales en ecosistemas definidos, como el tracto
gastrointestinal, piel, tracto genitourinario distal y la cavidad oral (Parahitiyawa

et al., 2010).

El microbioma oral ha sido la microbiota humana mas estudiada, debido
a que se pueden obtener muestras facilmente y se encuentra fuertemente
asociada con enfermedades orales infecciosas como la caries y la periodontitis
(Chen et al., 2010a). El estudio del microbioma oral se ha sustentado
fundamentalmente en métodos moleculares independientes del cultivo
microbiolégico, basados en la secuenciacion de genes de la subunidad
ribosomal 16S (16S rRNA) (Paster and Dewhirst, 2009). Estas técnicas tienen
como punto de partida la extraccion de DNA gendmico de muestras clinicas y
contindan con la amplificacién de genes de la 16S rRNA, utilizando primers que
son complementarios a regiones conservadas en la 16S rRNA. Cuando el DNA
gendmico es amplificado con esos primers “universales”, los amplicones que se
obtienen corresponden a los genes de la 16S rRNA de un gran nimero de

especies. La identificacibn de éstos ultimos puede realizarse por dos vias



principales, la primera y mayormente utilizada, es el clonamiento de los
productos de PCR en un vector bacteriano seguido del analisis via
secuenciamiento Sanger de los plasmidos que portan los genes de la 16S rRNA
en cada clon. Las secuencia que se obtiene de cada clon es luego comparada
con una base de datos para asi identificar el microorganismo del que se origina
la secuencia. La segunda ruta para el secuenciamiento de los amplicones,
llamada “pyrosequencing” es un método reciente que analiza directamente los
productos resultantes de PCR sin necesidad de clonacion (Margulies et al.,
2005). Esta tecnologia, fundamentalmente la de nueva generacién o “high-
throughput pyrosequencing”, ha sido de gran utilidad porque ha obviado la
necesidad de clonar permitiendo la obtencion de gran cantidad de secuencias
de forma mucho mas rapida y econdmica que con las técnicas tradicionales
(Pallen et al., 2010; Paster and Dewhirst, 2009). Dentro de las caracteristicas de
esta metodologia se encuentra el uso de MIDs (multiplex identification tags),
gue son secuencias especificas para cada muestra que permiten
individualizarlas y tener la posibilidad de combinar varias muestras en un mismo
experimento, por lo que se consideran métodos de secuenciacion masiva en
paralelo (massively parallel sequencing technologies) (Gabriel et al., 2009). La

principal ventaja del uso de MIDs, es que permiten realizar mayor cantidad de



analisis en menos tiempo y reduciendo también el costo (Bentley et al., 2009;

Lank et al., 2010).

Otra de las grandes ventajas de esta nueva tecnologia para el estudio del
microbioma, es que permite el uso de parametros de estudio utilizados en
macroecologia, lo cual es esencial para comprender el funcionamiento y
caracterizar las comunidades microbianas (Bik et al., 2010). Estos andlisis se
basan en medidas que reflejan la diversidad, las cuales histéricamente se han
fundamentado en la especie como unidad de observaciéon. La diversidad al
interior de una comunidad dada se denomina “a — diversidad”, la cual es
usualmente caracterizada usando el numero total de especies (concepto
conocido como “riqueza”) y la abundancia relativa de estas (concepto conocido
como “evenness” o “uniformidad”) y/o a través de indices que combinan estas
dos dimensiones. Del mismo modo, la diversidad entre comunidades se
denomina “ B — diversidad” y generalmente se utiliza el numero de especies
compartidas como parametro de comparacion, en conjunto con indices que

también pueden considerar la abundancia relativa (Lozupone and Knight, 2008).

En general, para referirse a los miembros de las comunidades
microbianas que han sido caracterizadas a través de técnicas moleculares, se
prefiere utilizar los términos “filotipo” o unidad operacional taxonémica (OTU),

en vez de “especie”’. En el dominio Bacteria, la reproduccion es asexual y los



eventos de recombinacion génica horizontal, dificultan la definicién de lo que
constituye una especie. Esto ha ocasionado que las especies sean definidas de
acuerdo al porcentaje de homologia que presentan con otros individuos, siendo
un 97% de similitud en el gen 16S rRNA completo, uno de los puntos de corte

mas utilizados para esta definicién (Gevers et al., 2005)

Uno de los primeros estudios que introdujo la utilizacién de high-
throughput pyrosequencing en la descripcion del microbioma oral, fue el de
Keijser y cols. (Keijser et al., 2008) secuenciando amplicones de PCR de la 16S
rRNA, provenientes de un pool de 71 muestras de saliva y otro pool de 98
muestras de placa supragingival. Las 197,600 secuencias analizadas mostraron
en total en estas muestras 318 géneros bacterianos. Las muestras de saliva
mostraron en total 3.621 filotipos (definidos al nivel de 6% de diferencia en la
secuencia) y las de placa mostraron en total 6.888 filotipos. Estos resultados
nos orientan hacia una nueva vision en torno a la diversidad encontrada en la
microbiota bucal de pacientes sanos, la cual, segun estos autores asciende a
19.000 filotipos, siendo considerablemente mas alta de lo descrito con
anterioridad (Keijser et al., 2008). Sin embargo, este estudio debe ser
interpretado con cierta precaucion ya que errores en la generacion de
amplicones por PCR durante la amplificacién inicial, durante la secuenciacién y

el procesamiento de las secuencias, pueden sobre-estimar la diversidad



microbiana (Haas et al.,, 2011). En otro estudio, Zaura y cols. (Zaura et al.,
2009), también utilizando amplificacion del gen 16S rRNA vy 454-
pyrosequencing , caracterizaron el microbioma oral de 3 sujetos oral y
sistémicamente sanos, tomando muestras de distintos nichos intraorales como
superficies dentarias, cara interna de mejilla, paladar y lengua, entre otros.
Encontraron aproximadamente 500 OTUs , por cada individuo y concluyeron
gue hubo una gran similitud en la composicion del microbioma de dichos
sujetos. Debido a estos resultados, estos autores sostienen la existencia de un
“core microbiome” (microbioma nucleo o base) presente en condiciones de
salud oral y sistémica (Zaura et al., 2009). Posteriormente, Lazarevic y cols.,
utilizando amplificacion del gen 16S rRNA y 454-pyrosequencing, evaluaron la
composicion del microbioma salival de 5 sujetos de manera prospectiva,
encontrando una cantidad de OTUs similar al estudio anterior, con 583 filotipos
definidos al 97% de similitud. Ademas concluyeron que en estos sujetos la
composicion del microbioma habia permanecido estable durante el periodo
estudiado, que fue de 29 dias (Lazarevic et al.,, 2010). Con relacion al
microbioma de la mucosa oral, Contreras y cols. (Contreras et al., 2010)
caracterizaron la composicion bacteriana de este nicho en 6 sujetos amerindios
del amazonas a través de la amplificacion del gen 16S rRNA y 454-

pyrosequencing, encontrando 1034 OTUs (definidas al 97% de similitud),



correspondientes a 10 phyla, 30 familias y 51 géneros bacterianos (Contreras et
al., 2010). Respecto a la caracterizacion de la microbiota endodontica, Li y cols.
(Li, 2010) compararon la composicion microbiana obtenida utilizando 454-
pyrosequencing y sanger sequencing en 7 muestras de infecciones de origen
endodontico, alcanzando mejor cobertura y caracterizacion  con
pyrosequencing. Otro de los grandes aportes de esta técnica se refiere a la
posibilidad de comparar la totalidad de la composicién microbiana de distintos
ecosistemas, reflejo de ello es el estudio realizado por Koren y cols. (Koren et
al., 2011) en el cual compararon distintos microbiomas (placa bacteriana
supragingival, intestinal y placas de ateroma), provenientes de 15 pacientes con
ateroesclerosis y 15 pacientes sistémicamente sanos. En sus resultados,
encontraron bacterias de los géneros Veillonella y Streptococcus en las placas
ateromatosas, estableciendo que dichos microorganismos podian provenir de
la cavidad bucal, abriendo nuevas posibilidades en torno al conocimiento de esa

patologia (Koren et al., 2011).

Microbioma Subgingival

Respecto al microbioma subgingival, existen pocos estudios que
caractericen de manera detallada su composicion en individuos sanos o con
periodontitis. En general el analisis de la microbiota subgingival se ha limitado al

uso de métodos dependientes del cultivo, por lo tanto, algunos microorganismos



contindan sin ser identificados y debidamente caracterizados (Sakamoto et al.,
2005). Sin embargo, ha habido algunas aproximaciones a la determinacién de
la diversidad microbiana subgingival, sin la utilizacién de técnicas de cultivo,
basandose en el aislamiento de DNA de este nicho ecoldgico, su amplificacion,
clonamiento y posterior secuenciacion. Como un primer acercamiento a este
analisis, Kroes y cols. (Kroes et al., 1999), caracterizd 59 filotipos o especies
diferentes a través de la amplificacién del gen 16S rRNA de muestras de placa
subgingival provenientes de un sujeto, con diagnostico de gingivitis. Sélo el 24%
de los filotipos encontrados pudo ser apreciado por técnicas de cultivo, lo cual
segun los autores sugiere que hay una proporcién importante de esta
microbiota que todavia se encuentra pobremente caracterizada, a pesar de que
el medioambiente subgingival nos sea familiar y bien estudiado (Kroes et al.,
1999). Con relacién a una caracterizacion mas amplia de esta microbiota en
pacientes con periodontitis, Paster y cols., en 2001, utilizando métodos
moleculares filogenéticos basados en la amplificacion y clonacion del gen 16S
rRNA, hicieron un gran aporte en la determinacion de la diversidad bacteriana
de la placa subgingival obtenida desde sujetos periodontalmente sanos y con
distintos diagndsticos de enfermedad periodontal. En sus resultados se
aprecian diferencias a nivel de especies o clones entre las muestras de placa

subgingival en diferentes estados de salud periodontal, con un gran nimero de



filotipos encontrados sélo en la placa subgingival de pacientes con periodontitis.
Como ejemplo, en las muestras de sitios enfermos, se encontraron 10 filotipos
constituidos sélo por clones, que podrian representar patdégenos potenciales
aun no reconocidos ni cultivados (Paster et al., 2001). Por otra parte, Sakamoto
y cols. (Sakamoto et al., 2004), caracterizaron los cambios en los perfiles orales
microbianos después del tratamiento periodontal, basandose en el analisis de
los genes ribosomales de la 16S rRNA con T-RFLP (Terminal — restriction
fragment length polymorphism). Este estudio recolectdé muestras de saliva y
placa subgingival de tres pacientes antes y tres meses después del tratamiento
periodontal, uno con diagnéstico de periodontitis agresiva y dos pacientes con
periodontitis cronica. Estos autores encontraron una reduccion marcada en el
namero total de P. gingivalis, T. forsythia, T .denticola y T. socranskii, después
del tratamiento periodontal en los sujetos estudiados (Sakamoto et al., 2004).
En otra determinacion de la microbiota bacteriana normal de la cavidad bucal,
Aas y cols. (Aas et al., 2005), analizaron muestras tomadas de superficies
mucosas Yy dentarias (placa supra y subgingival), provenientes de individuos
periodontalmente sanos y sin lesiones de caries. Este estudio, utiliz6 como
método la amplificacion y clonacién de parte del gen 16S rRNA, generando en
total 2,598 clones, en los cuales se detectaron 141 filotipos de los cuales un

60% eran no cultivables. En general, cada sitio analizado presentd 20-30



filotipos diferentes que predominaban. Recientemente, otro estudio de Bik y
cols., también tuvo el objetivo de caracterizar la diversidad de la microbiota oral
en pacientes sanos, utilizando como método la amplificacién y clonacién de casi
la totalidad del gen 16S rRNA. Analizaron separadamente muestras obtenidas
en distintos nichos orales de 10 sujetos y un pool de muestras de placa
subgingival de estos mismos individuos. En total obtuvieron 11,368 secuencias,
247 filotipos al nivel de especie (definidas al 99% de similitud de la secuencia) y
9 phyla. Para el pool de placa subgingival, obtuvieron 1083 clones, en donde
encontraron 128 OTUs (Bik et al., 2010). Estos resultados, al igual que los
provenientes de otros estudios que utilizan metodologias basadas en la
amplificacion y clonacién el gen 16S rRNA, deben ser interpretados con cuidado
respecto al numero de filotipos u OTUs encontrados, ya que esta técnica tiene
limitaciones en este aspecto. La mas importante, ademas de su laboriosidad, es
la imposibilidad de clonar en Escherichia coli varias especies bacterianas con
contenidos atipicos de G+C, lo que influye en una subestimacion de la riqueza
total de las comunidades microbianas estudiadas (Rajendhran and

Gunasekaran, 2011).

Por otra parte, también se han realizado algunos estudios utilizando
caracterizacion del gen 16S rRNA y clonacién relacionados con el cambio

microbiano que ocurre a nivel subgingival, especificamente en torno a la



transicion desde el estado de salud periodontal a enfermedad (Kumar et al.,
2005; Kumar et al., 2006; Ledder et al., 2007). Estos trabajos concluyen
fundamentalmente que los cambios en el estado periodontal estan
acompafados por variaciones dentro la comunidad microbiana subgingival.
Existen otras situaciones que ademas pueden estar alterando la composicién
del microbioma subgingival propia del hospedero. En un estudio reciente,
Shchipkova y cols. (Shchipkova et al., 2010), evaluaron el efecto del habito
tabaquico a nivel del microbioma subgingival en 15 pacientes con periodontitis
cronica, también a través de la amplificacion y clonacion del gen 16S rRNA. Sus
resultados revelaron que el perfil microbiano de los pacientes fumadores es
distinto de los no fumadores, con diferencias significativas a nivel de
prevalencia y abundancia de microorganismos asociados a salud y enfermedad

(Shchipkova et al., 2010).

En general, como consta de acuerdo a los estudios revisados, la mayoria
de las descripciones del biofilm subgingival que utilizan técnicas moleculares,
han sido realizadas por medio de amplificacion y clonacion del gen 16S rRNA. A
la fecha, no se dispone de estudios que analicen el microbioma subgingival en
su totalidad, siendo necesaria la incorporacion de técnicas como el high-
throughput pyrosequencing, con el fin de disponer de una caracterizacion mas

completa del biofilm subgingival.



Relacion del sangrado al sondaje (BOP) con la composicién de la

microbiota subgingival

Como se ha visto anteriormente, los estudios revisados que caracterizan
la composicion de la microbiota subgingival, demuestran fundamentalmente que
los perfiles microbianos asociados con salud o enfermedad periodontal difieren
entre si, confirmando la etiologia microbiana de la enfermedad. Sin embargo,
para el diagnéstico de la periodontitis, no se utilizan perfiles microbiologicos
sino parametros clinicos que revelen el estado inflamatorio de los tejidos
periodontales, como resultado de cambios en el microbioma subgingival. A
nivel del sitio periodontalmente afectado, son dos los factores mas criticos que
se evaltan para definir la presencia de la enfermedad; a saber, la profundidad
del saco periodontal y el estado inflamatorio del saco evidenciado por el BOP
(Socransky and Haffajee, 2005). De estos dos, el BOP, es considerado el
pardmetro que representa mas fielmente la presencia de inflamacion
(Greenstein et al., 1981) y es el mas vinculado con los fenGmenos bioldgicos
gue subyacen el proceso de inflamacion (Offenbacher et al., 2007). Estas
afirmaciones se fundamentan en que este signo clinico (BOP) tiene una
correlacién positiva con el tamafio del infiltrado inflamatorio (Engelberger et al.,
1983) y también su presencia se relaciona con una reduccion en el porcentaje

de epitelio adyacente (a las superficies dentarias asociadas con sangrado)



(Polson et al., 1981). En el mismo estudio de Polson y cols. se realiz6 un
analisis histomorfométrico, el cual revelé6 que en sitios con BOP el epitelio
disminuyé en proporcion a expensas de un incremento en el porcentaje de
tejido conectivo infiltrado (Polson et al., 1981). Ademas, existe una correlacién
positiva entre BOP y citoquinas pro-inflamatorias (IL- 1), quimiocinas (IL-8) y
marcadores de destruccion tisular (MMP-8) (Teles et al., 2010). Por otra parte,
este signo (BOP) ha sido utilizado en la creacién de indices clinicos que
evalian el estado de salud periodontal y enfermedad (Loe and Silness, 1963),
gracias a su objetividad, reproducibilidad y facil manejo clinico. Debido a lo
anterior, seria de gran valor el establecer cual es la relacion entre este signo
clinico y los factores etiolégicos del la enfermedad periodontal, a nivel del

biofilm subgingival.

Generalmente el BOP, como medicion clinica, ha mostrado una modesta
sensibilidad y especificidad, ademas de un bajo valor predictivo positivo para la
progresion de la periodontitis y un alto valor predictivo negativo (Lang et al.,
1991), por lo que ha seguido siendo utilizado como un indicador de estabilidad
periodontal durante la terapia y mantencién periodontal (Badersten et al., 1985;
Rahardjo et al., 2005). Sin embargo, en un estudio longitudinal de Tanner y
cols. (Tanner et al., 2007), realizado en sujetos con periodontitis cronica leve e

individuos sanos periodontalmente, demostré que los sitios que experimentaron



ganancia en el nivel de insercion clinica no presentaron BOP y en un 71% de
los sitios que tuvieron pérdida de insercién se detecté BOP, existiendo una

correlacion positiva entre progresion de la periodontitis y el BOP.

La relacién entre BOP y la composicion microbiana ha sido investigada
anteriormente. Armitage y cols., (Armitage et al., 1982) encontraron una
correlacion positiva entre el porcentaje de espiroquetas y algunos parametros
clinicos como indice de Placa (Pl), indice gingival (Gl) , BOP y PD, utilizando
microscopia de campo oscuro. Este estudio analizd6 muestras obtenidas de 60
sujetos y se debe destacar que en las correlaciones realizadas utilizando el
parametro BOP, consideraron sitios con distinta profundidad al sondaje.
Posteriormente, Baab y cols. (Baab and Opsvig, 1986) seleccionaron 11 sujetos
con periodontitis moderada generalizada y tomaron muestras microbiolégicas
de sitios de 4 a 6 mm, con y sin BOP. A la comparacion, encontraron que no
hubo diferencias entre porcentaje de cocos, bacilos moéviles o espiroquetas
entre los sitios con y sin BOP, utilizando microscopia de contraste de fases. En
otro estudio realizado por Socransky y cols. (Socransky et al., 1991) se evalu6
la relacion entre el recuento de 14 especies bacterianas de la microbiota
subgingival y la condiciobn clinica del sitio periodontalmente afectado.
Consideraron 2,299 muestras de placa subgingival provenientes de 90

pacientes con distintos niveles de destruccién periodontal, midieron en los sitios



muestreados profundidad al sondaje, nivel de insercion clinica, recesion
gingival, enrojecimiento gingival y supuracion. Encontraron que el recuento de
la microbiota total cultivable aumentaba junto con el incremento de la
profundidad al sondaje, en tanto que pocas especies diferian en la frecuencia
de deteccién y porcentaje en el recuento de la microbiota al comparar los sitios
gue sangraban con los que no lo hacian, destacandose una relacion entre el
sangrado al sondaje y la presencia de B. intermedius | (Socransky et al., 1991).
Estos resultados deben interpretarse con cuidado, debido a las limitaciones de
la metodologia utilizada, la cual consistia en una técnica molecular dependiente
de cultivo y solo centrada en la deteccion de 14 especies de la microbiota
subgingival. Tiempo después, nuevamente Socransky y cols., en el mismo
articulo en el que describen la configuracion de los distintos complejos
bacterianos en el biofilm subgingival, evaluaron la posible asociacion de éstos
con los pardmetros clinicos considerados de mayor importancia en el
diagnostico periodontal. Esos resultados indican que algunas especies del
complejo naranja y todas las del complejo rojo, aumentaban en frecuencia de
deteccion y en numero, a medida que se incrementaba la profundidad al
sondaje (PPD) en dichos sitios. Ademas, todas las especies del complejo rojo
se encontraban también mayormente vinculadas a los sitios que presentaban

sangrado al sondaje (p < 0,001) (Socransky et al., 1998; Socransky and



Haffajee, 2005). La limitante en la interpretacion de dichos resultados radica en
gue la caracterizacién microbiana corresponde sélo a las variaciones de 40

especies bacterianas.

La relacion entre inflamacién y la composicién del microbioma
subgingival puede ser bidireccional. No solamente los cambios en la
composicion del microbioma pueden ser causa de un aumento en la inflamacién
periodontal local, también el aumento en la inflamacién podria influir en la
composicion del microbioma subgingival. Una de las explicaciones que
fundamenta la presencia de inflamacion, como un factor que altera la
composicion de la microbiota subgingival, establece que las especies que se
encuentran elevadas en sitios inflamados pueden haberse beneficiado de la
inflamacion, en parte por el aumento del fluido gingival crevicular y ademas
porque este fluido se encuentra enriquecido de productos de degradacion
tisular, que pueden favorecer el crecimiento de varias de las especies con
metabolismo asacarolitico (p. ej.; P. gingivalis y T.denticola) (Socransky and
Haffajee, 2005). Por otra parte, el sangrado como resultado de la inflamacion
gingival, va a contribuir a elevar la concentracion de hemina a nivel subgingival,
pudiendo ser un determinante que seleccione la presencia de ciertas especies
bacterianas (p. ej. P. gingivalis o Prevotella sp.), para las cuales la hemina no

sélo es vital para su crecimiento sino que también regula actividades asociadas



a la virulencia de P. gingivalis (Lamont and Jenkinson, 1998). Respecto a la
presencia de inflamacién y al cambio en la composicién de la microbiota
subgingival, sélo se dispone de estudios que evallan la presencia y cantidad
de grupos de patdgenos periodontales putativos y el BOP (Demmer et al., 2008;

Socransky et al., 1991; Socransky et al., 1998; Tanner et al., 2007).

Debido a los datos recientemente expuestos, resulta imperativo contar
con estudios que caractericen la relacion del BOP con la composicion de la
microbiota y contemplen en su disefio el cambio de la microbiota registrado
conforme varia la Profundidad al Sondaje. De lo contrario, es muy dificil
discriminar si la relacion del BOP con ciertos marcadores microbiolégicos se
debe a la inflamacion periodontal o a la influencia de la variacion en otros
parametros clinicos (PD). Ademas, reconocemos la necesidad de realizar un
analisis centrado en la totalidad del microbioma subgingival y su
comportamiento en relacion al aumento de la inflamacion, evidenciada
clinicamente a través del BOP. La caracterizacion a realizarse en este estudio
es de gran relevancia, porque como se ha descrito anteriormente, esta
microbiota es en gran parte no cultivable y varios de esos filotipos
recientemente identificados pueden tener un rol en la etiologia de la
periodontitis. Debido a este conocimiento, autores sugieren que la etiologia de

la periodontitis es bastante mas compleja que el asociar bacterias Gram (+) con



salud periodontal y bacterias Gram (-) como el agente causal de esta
enfermedad (Kumar et al.,, 2006). En conclusion, nuestro estudio pretende
determinar cual es la significancia del signo clinico BOP en términos
microbioldgicos, para poder caracterizar de mejor manera cémo afecta la
presencia de BOP la composicion microbiana y también cudl es la influencia de
la microbiota en la perpetuacion de la inflamacién. Esto es muy relevante,
debido a que la evaluacion del BOP es parte integral de la examinacion
periodontal y resulta indispensable saber qué esta reflejando a nivel
microbioldgico, considerando la etiologia infecciosa de la periodontitis. Por otra
parte, el lograr vincular nuevas especies con mayores niveles de inflamacién
(representado en este estudio a través del BOP), abre la posibilidad de asociar
nuevos microorganismos con dicho signo clinico, pudiendo desarrollarse
posteriormente estudios longitudinales monitoreando estos patégenos y evaluar
si pueden ser considerados como un marcador de progresion, como ha sido
demostrado con otras bacterias del complejo rojo (Socransky and Haffajee

2005) .

Debido a los antecedentes expuestos, se plantea que existen diferencias
en la composicion del microbioma subgingival de sitios periodontalmente
afectados con y sin sangrado al sondaje. El objetivo general de este estudio

sera caracterizar en detalle la rigueza de especies y la estructura del



microbioma subgingival, en sitios con y sin presencia de inflamacién,
evidenciada a través del sangrado al sondaje. Para ello, podemos apoyarnos en
el advenimiento de las nuevas tecnologias como el high-throughput
pyrosequencing, que permite una caracterizacion completa del microbioma de

manera mas econdmica y en menor tiempo que otras técnicas.



Hipoétesis

Dentro de los signos clinicos que caracterizan la periodontitis, el sangrado al
sondaje, es considerado como el parametro clinico que representa mas
fielmente la presencia de los fendmenos biolégicos que subyacen la
inflamacion. A su vez, el estado inflamatorio del saco periodontal, es uno de los
factores que se relaciona directamente con la composicién de la microbiota
subgingival, siendo ésta uno de los factores de riesgo mas importantes en la
progresion de la periodontitis. En razon a lo anteriormente expuesto, nuestra
hipotesis establece que existen diferencias en la composicién y cantidad
del microbioma subgingival de sitios con y sin sangrado al sondaje,

provenientes de pacientes con periodontitis cronica.



Objetivos

Objetivo General

- Caracterizar la diversidad de especies y cantidad del microbioma subgingival,
en sitios con y sin sangrado al sondaje, provenientes de pacientes con

periodontitis cronica.

Objetivos Especificos

- Secuenciar la totalidad del microbioma subgingival en muestras de placa
subgingival en sitios periodontalmente afectados con y sin sangrado al sondaje,

provenientes de pacientes con periodontitis crénica.

- Comparar la composicién de las comunidades microbianas encontradas en
muestras de placa subgingival en sitios periodontalmente afectados con y sin
sangrado al sondaje, provenientes de pacientes chilenos con periodontitis

cronica.

- Cuantificar la carga bacteriana total en las muestras de placa subgingival
obtenidas de sitios periodontalmente afectados con y sin sangrado al sondaje,

provenientes de los sujetos antes mencionados.



Materiales y métodos

1- Seleccién de Pacientes

Esto trabajo contd con la aprobacion de Comité de Etica de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo n°l). Los individuos que se
incluyeron en este estudio, debian tener diagnéstico clinico de periodontitis
cronica. Fueron reclutados en la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Chile. La seleccion de los pacientes se realizO de acuerdo a los criterios
internacionales establecidos para el diagnéstico de periodontitis crénica

moderada a severa (Armitage, 1999).

Criterios de Inclusién

- Ser mayor de 35 afios

- Presentar al menos 14 dientes naturales

- Al examen clinico presentar sangrado al sondaje en mas de un 18% de los

sitios (Offenbacher et al., 2007).

- Al menos 4 sitios con profundidad al sondaje de 5mm y pérdida del nivel de

insercion clinica =2 3mm.



Criterios de Exclusion

- Haber recibido algun tipo de terapia periodontal

- Fumar (Exposicién al tabaco de 10 paquetes al afio o mas) (Shchipkova et al.,

2010).

- Presentar enfermedades sistémicas que afectan la progresion de la

periodontitis
- Condiciones médicas que requieran premedicacion con antibioticos

- Administracion de medicamentos tales como antibioticos, anti-hipertensivos,
anticoagulantes, anti-inflamatorios esteroidales y no esteroidales, en los 6

meses previos al comienzo del estudio.
- Si es mujer, no debe estar embarazada ni consumir anticonceptivos orales.

A todos los individuos incluidos en el estudio se les explicd el
procedimiento a realizar y firmaron un Consentimiento informado aprobado por
el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile
(ver Anexo n° 2).

Ademas, inmediatamente después de que se realizé la toma de muestras
biologicas, todos los pacientes ingresaron a un programa de tratamiento

periodontal.



Mediciones clinicas

Los pardmetros clinicos de profundidad al sondaje (PPD), nivel de
insercion clinica (CAL), medidas dicotomicas de acumulacion de placa (PI) y

sangrado al sondaje (BOP), fueron evaluados en cada diente.
Definiciones operacionales de las mediciones

e Profundidad al Sondaje (PPD, del inglés “Pocket probing depth”) : Se
define como la distancia desde el margen gingival hasta la ubicacion del
extremo de una sonda periodontal insertada en el saco periodontal o surco
gingival con una fuerza de sondeo moderada (0,2 gr) (Garnick and Silverstein,
2000). Se mide en milimetros (mm) (Ramfjord, 1967).

¢ Nivel de Insercion Clinica (CAL, del inglés “Clinical attachment loss”): Se
define como la distancia entre el limite amelocementario y la ubicacion del
extremo de la sonda periodontal insertada en el saco periodontal o surco
gingival con una fuerza de sondeo moderada. Se mide en milimetros (mm)
(Ramfjord, 1967).

e Medida dicotémica del indice de Placa (PI, del inglés “Plaque Index’):
Corresponde a una version simplificada del indice de Placa descrito por Silness

y Loe (Silness and Loe, 1964), en donde se registra de forma dicotdmica la



presencia o ausencia de placa (Ainamo and Bay, 1975), calculandose
posteriormente el porcentaje de sitios con presencia de placa.

e Sangrado al sondaje (BOP, del inglés “Bleeding on probing”):
Corresponde al sangrado que se produce dentro de los 15 segundos
posteriores a la realizacion del sondeo con una fuerza moderada hasta el fondo
del saco periodontal o surco gingival (Muhlemann and Son, 1971).
Posteriormente se calculé el porcentaje de aquellos sitios positivos para la

presencia de este signo clinico.

Se examinaron 6 sitios por diente: mesiobucal, bucal, distobucal,
distolingual, lingual y mesiolingual. Las mediciones las llevé a cabo un
examinador calibrado, quien utilizd6 una sonda manual milimetrada

(UNC15,HuFriedy, Chicago, IL, USA).

2.- Obtenci6n de las muestras

Las muestras de placa subgingival fueron tomadas en dos sitios
periodontalmente afectados por paciente. Uno de ellos con una PPD de 5mm,
CAL = 3mm y presencia de sangrado al sondaje. El otro sitio también con una
PPD de 5 mm, CAL =2 3mm y sin sangrado al sondaje. Ambos sitios
seleccionados para la toma de muestra, fueron a nivel interproximal en dientes

no adyacentes. Las muestras se tomaron en un dia distinto al que se realizaron



las mediciones, en una sesion posterior. Si el sitio escogido como sin sangrado
al sondaje, comenzé a sangrar en la toma de la muestra fue descartado, por lo

gue se debid considerar otro saco periodontal con PPD de 5mm.

Previo a la toma de cada muestra, se aislo el sector de la toma de
muestra escogido con torundas de algodon (para evitar la contaminacion con
saliva) y con una cureta Gracey estéril se removié la placa supragingival. A
continuacion, se tomoé la muestra de placa subgingival con otra cureta Gracey
estéril e inmediatamente se dejo en un tubo de polipropileno que contenia 50 pl
de buffer TE (10 mM Tris—HCI, 1 mM &cido etilenediaminetetraacético (EDTA),
pH 7.6). Las muestras fueron transportadas en hielo al Laboratorio de

Microbiologia Bucal y conservadas a -80°C hasta su posterior procesamiento.

3. Aislamiento del DNA bacteriano

Para ello fue necesario llevar a cabo un protocolo de lisis modificado, el
cual contemplaba como primer paso, la incubacion de las muestras por 30
minutos a 37°C con un buffer de lisis, el cual contenia fundamentalmente
Lisozima (20 mg/ml). Posteriormente, se continué la aislacion del DNA
bacteriano, utilizando el kit comercial DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) y
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Al término de este

procesamiento, se mididé la concentracion del DNA obtenido a 260 nm y su



calidad (relacion 260/280 nm) por espectrofotometria (Nanodrop), con el fin de
realizar una dilucién del DNA de cada muestra que tuviese una concentracion

de 2 ng/pl.

4. Determinacion del microbioma bacteriano subgingival a través de

pyroseguencing

Las bibliotecas de amplicones se prepararon usando primers de fusién
de del gen 16S rRNA con 13 MIDs diferentes (titanium primer “A” o “B”; quality
control tag; MID y secuencias especificas templados de 16S rRNA bacteriano
universal, forward 5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3, reverse  5'-
CYIACTGCTGCCTCC CGTAG-3’) (Sundquist et al., 2007). Este par de
partidores universales amplifican entre V1 y V2, abarcando aproximadamente
420 bp de la secuencia del 16S rRNA. Se escogieron estas regiones del gen
16s rRNA (V1-V2) porque se ha demostrado el mejor poder de resolucion que
éstas tienen a distintos niveles taxondmicos, en comparacion a otras regiones
variables de éste gen (Sundquist et al., 2007). Ademas, esto también ha sido
corroborado por Nasidze y cols. (Nasidze et al., 2009b) para especies
bacterianas del microbioma oral, confirmando que las regiones V1-V2 son las
mas informativas para detectar diversidad. Con el fin de secuenciar cada
amplicon con la 454 FLX Titanium chemistry, se amplificaron 10 ng de DNA en

reacciones de PCR por triplicado. Las amplificaciones exitosas fueron



analizadas por electroforesis en geles de agarosa y los productos de PCR se
purificaron con el protocolo del kit Qiagen QIAquick ®. Las fotografias de los
geles fueron registradas con el Gel Doc Image System (Bio-Rad). La
cuantificacion y la calidad de cada libreria de amplicones fue evaluada a través
de andlisis de Experion DNA chip (Bio-Rad). Las bibliotecas de amplicones
fueron agrupadas en cantidades equimolares en 3 grupos diferentes, esta
organizacion se determino de acuerdo el MID utilizado, siendo 2 grupos de 13
bibliotecas y uno de 4 bibliotecas, conformando un total de 30 bibliotecas para
la secuenciacion. Para finalizar este proceso, las muestras fueron llevadas al
Center for Applied Genetics and Technology de la University of Connecticut.
Brevemente, en dicho laboratorio se procedid a realizar emulsiones de PCR
(emPCR), recuperacion, enriquecimiento y se realiz0 la secuenciacion
unidireccional de acuerdo a lo establecido en Sequencing methods manuals
(Roche Life Sciences, Oct. 2009) y posteriormente se realiz6 el andlisis del

microbioma a través de 454 pyrosequencing.

5. Determinacion de la Carga Bacteriana Total presente en las muestras

La carga bacteriana total presente en todas las muestras se cuantificd a través
de la técnica real-time PCR (gPCR), utilizando partidores universales para gen
16S rRNA (forward 5 TCC TAC GGG AGG CAG CAG T 3, reverse 5 GGA

CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT 3’), descritos por Nadkarni y cols.



(Nadkarni et al., 2002). Estos primers fueron chequeados en la base de datos
del RDP (Cole et al., 2005) demostrandose su homologia con 262 de un total de
1.921.179 secuencias presentes en RDP. Para llevar a cabo la reaccion de
gPCR, se utiliz6 la mix Fast SYBR Green Mix 2X (Applied Biosystems), primers
a una concentracion final de 500 nM, agua purificada para PCR para completar
el volumen final de la reaccion (20 ul) y 1 ul de DNA extraido de cada muestra.
Se utilizé el termociclador CFX96 Real- time system, C1000 thermocycler (Bio-
Rad) y las condiciones para la amplificacion fueron: un paso de
desnaturalizacion inicial de 95°C por 20 segundos, seguido de 40 ciclos de 95°C
por 3 segundos y 58°C por 30 segundos. La curva estandar para la
cuantificacion se construyo de acuerdo al numero de copias del gen 16S rRNA,
partiendo desde 10® hasta 102 copias amplificando DNA gendémico del
microorganismo Fusobacterium nucleatum cepa ATCC 10953. Cada muestra se

amplifico por triplicado al igual que la curva estandar.



6. Analisis de los Datos

Procesamiento de las secuencias y su analisis

Para el analisis de las secuencias se utilizo el software mothur (Schloss et al.,
2009) . En un inicio, a las secuencias se les removié el primer utilizado para la
secuenciacion y los MIDs. Ademas se filtraron y cortaron de acuerdo a distintos
parametros que se detallan a continuacion. Debian tener una longitud minima
de 200 bp y maxima de 420 bp y un maximo de homopolimeros de 8. Ademas,
se revisO la calidad de la secuencia de acuerdo al quality file utilizando una
ventana movible de 50 bp. Si en esta ventana, el quality score bajaba de 35 la
secuencia fue cortada a este nivel.

Para las alineaciones de referencia se uso la base de datos SILVA (Pruesse et
al., 2007) y el alineamiento se cort6 para comparar las secuencias sobre las
mismas posiciones en el gen 16S rRNA. Las secuencias con 2 bp de disimilitud
a una secuencia mas abundante fueron colapsadas utilizando el algoritmo de
“Pseudo-linkage single” (Huse et al., 2010), para remover secuencias con
posibles errores. Las secuencias quiméricas fueron removidas utilizando

Uchime (Edgar et al., 2011), de la forma como esta implementado en mothur.

Posterior a las etapas de pre-procesamiento de las secuencias, la
aproximacion escogida para hacer el andlisis de las comunidades microbianas

serda basada en OTUs, definidas al 3 % de disimilitud, usando el mismo software



antes mencionado (mothur). Se escogié este punto de corte, con el fin de
agrupar secuencias similares en grupos (OTUs), las cuales estarian
representando especies a nivel taxondmico (Schloss and Handelsman, 2005).
Para ello, se generé una matriz de distancias calculando las distancias entre
secuencias de manera pareada, penalizando espacios (‘gaps”) consecutivos
como un solo espacio. El algoritmo utilizado para agrupar las OTUs, fue el
“‘average neighbour algorithm” (Schloss and Westcott, 2011). Para la
clasificacion de OTUs se utilizo en primera instancia el RDP Classifier (Wang et
al., 2007) implementado en mothur, para clasificar las secuencias
individualmente y luego cada OTU hasta el nivel género, otorgandoles
clasificacion taxondmica basada en la asignacion de la mayoria de las
secuencias al interior de cada OTU. Las OTUs también se clasificaron a nivel
de especies soOlo en el caso en que la secuencia representativa tuviera una
homologia de 97% o mas con un “Oral Taxon” en el HOMD (Chen et al.,

2010D).

Fundamentalmente, el andlisis se dividio en dos secciones, relacionadas con
los conceptos o y B — diversidad de las comunidades microbianas.

Las estimaciones de a - diversidad en las comunidades se calcularon por medio
de distintos indices, de la forma en que se encuentran implementados en el

software mothur. En primer lugar, se calculé la cobertura utilizando el “ Good-



Turing Coverage” (Good 1.J, 1953), que va de un 0-100% y cuya férmula es la

siguiente:

ny

j\."

C=1-

En donde,
N1 = el nimero de OTUs que ha sido muestrado una vez

N = namero total de individuos en la muestra

Posteriormente, se normalizo el nimero de secuencias en todas las muestras al
namero presente en la muestra secuenciada con menos profundidad, y se
calcularon diversos parametros:

a) Riqueza: Se determind la riqueza total u observada (Sobs) utilizando mothur y
la riqueza estimada (Scachan), que fue calculada utilizado el modelamiento
matematico propuesto por Bunje y cols. (Bunge, 2011).

b) Uniformidad (“Evenness”) : Se observé utilizando el Shannon Evenness

Index, (LIloyd and Ghelardi, 1964) cuya férmula es la siguiente:

'E (P;"InP,)
SHEI = —f——
Inm

En donde,

Pi = proporcién de la comunidad ocupada por una determinada especie

m = ndmero de especies presentes en la comunidad



Este indice presenta valores que van desde 0 a 1, a medida que nos acercamos
al valor 1 significa que las abundancias relativas de los organismos presentes
van igualandose, con lo cual el valor 1 significa que las comunidades son

“perfectamente uniformes”.

c) Diversidad total:

Esta dimension se calcul6 utilizando en primer lugar el npShannon diversity
Index, el cual es la version no paramétrica del Shannon Diversity Index y fue
propuesto por Chao y cols. (Chao, 2000). Su interpretacion es basada en el
valor del indice, por lo tanto a mayor valor existe una mayor diversidad. La

férmula para calcular este indice es la siguiente:

St (:T:'r.i In ((:T:'r.x-)
=11 — (1 — (‘J:r.x-)N
. n > OH OH
var (Hs;m.n.mm) =Y Z Z groa
—1i=1
cov (fi, f;) = fi (L — fi/Sace),i=3j
cov (fi, f;) = —fifi/Sace, i #j

I-Isim-n-n on —

dn; On,

En donde:
- ] nq
=1
C N
;
m = N

n_1: Numero de individuos en cada OTU



N: Numero de individuos de la muestra
Si: Nimero total de OTUs

Sace: La riqueza estimada utilizando el ACE calculator

También se utilizé para medir diversidad el Inverse Simpson Index, que tiene
como denominador el indice descrito por Simpson en 1949 (Simpson,1949). Al
igual que el indice anterior aumenta conforme existe mayor diversidad. Este
indice habitualmente se expresa de forma reciproca (1/ Dsimpson) Y la formula

para calcularlo es la siguiente:

D.. o z:,_"f T (n.x- - J.)
simpson — N ( N — J.)

s (%) - (o (%))

var (Ds-i'rnpsr!n) = 025N

L(JI‘;}I',% = Ds-i-mpsrm - lgﬁm
U(Hgn% = Ds-i-rnpsrm | lgbm

En donde:
Sobs : NUmero de OTUs observadas
ni : Nimero de OTUs con i individuos

N : Numero total de individuos en la comunidad

Dichos parametros de se compararon entre ambos grupos estudiados (las

comunidades microbianas provenientes de sitios con y sin sangrado), utilizando



Test T pareado o Wilcoxon Signed Rank test en caso de distribucién no normal,

con un p value < 0,05 considerado como estadisticamente significativo.

Respecto a la B — diversidad de las comunidades microbianas, se analizé
la disimilitud entre comunidades por medio de la estimacion de los indices
Jaccard (Jaccard,1901) y Theta (Yue,2005). El indice de Jaccard describe
fundamentalmente la disimilitud a nivel de los miembros (especies) presentes
entre dos comunidades, por lo cual es un indice de caracter cualitativo. Se

calcula de acuerdo a la formula siguiente:

SAB
a.gA | ASTH - J.gAB

D.Iﬂr:r:u-mi -

En donde:
Sas: NUmero de OTUs compartidas entre comunidad Ay B
Sa : Nimero de OTUs en la comunidad A

Sg : NUmero de OTUs en la comunidad B

Por otra parte, el indice Theta es una medida de disimilitud que compara la
estructura de dos comunidades, tomando en cuenta sus miembros y la
abundancia relativa de éstos, siendo un indice de caracter mas cuantitativo. La

formula para calcular este indice es la siguiente:
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En donde:
St: Nimero total de OTUs presentes en la comunidad Ay B
a;: Abundancia relativa de cada OTU en la comunidad A

bi : Abundancia relativa de cada OTU en la comunidad B

Las distancias entre las comunidades, obtenidas a través de la utilizacion
de los indices recientemente descritos, se analizaron a través de Analisis de
Coordenadas Principales, el cual es generado por el software mothur y
graficado utilizando el software R (www.r-project.org/). Para evaluar si hubo
diferencias estadisticamente significativas, se utilizo el test estadistico AMOVA,
el cual se basa en las diferencias de las varianzas moleculares. Ademas, las
distancias entre las comunidades también fueron observadas utilizando
dendogramas para cada uno de los indices calculados (Jaccard y Theta). Para
observar si el determinante ecoldgico estudiado (en este caso la inflamacion,
evidenciada a través del BOP) tenia un efecto en la organizacion de estas
comunidades en los dendogramas, se utilizé el método propuesto por Lozupone
y cols. denominado “UniFrac” (Lozupone et al., 2007). Brevemente, el analisis
de UniFrac se basa en el célculo de la distancia entre dos comunidades

midiendo la fraccion del largo de la rama (del dendograma) que es Unica de



cada comunidad. Se utilizaron los analisis de “unweighted” Unifrac, que es de
caracter cualitativo y el “weighted” Unifrac que tiene caracteristicas
cuantitativas, ya que incorpora la abundancia relativa de los filotipos presentes
(Lozupone et al., 2007).

Con el objetivo de comparar la composicion de las comunidades
microbianas entre los grupos (con y sin sangrado al sondaje), se usaron
métodos basados en el andlisis de taxones, como se sefialé anteriormente.
Dichas comunidades se compararon en tres niveles taxonomicos, que fueron
OTUs, géneros y phyla, basados en los valores de abundancia relativa
obtenidos en el analisis.

Para dichas comparaciones, a nivel de OTUs, género y phyla entre ambas
comunidades se utilizé el software metastats (White et al., 2009), con el fin de
observar aquellos miembros que se encuentran diferencialmente representadas
en ambos grupos (con y sin sangrado). El software metastats es un método
estadistico que tiene por objetivo detectar como varian los miembros de dos
comunidades microbianas que han sido analizadas con técnicas de
secuenciacion masiva. Ademas, tiene por caracteristica permitir analizar
diferencias en OTUs muy poco frecuentes, utilizando el test de Fisher (White et
al., 2009). Después de utilizar ese software, los p values se debieron ajustar

con la correccién de Bonferroni para comparaciones multiples.



Ademas, a nivel de género y phylum, se compararon los valores de abundancia
relativa entre los grupos utilizando estadistica tradicional como el Test t de
Student pareado o Wilcoxon signed Rank test en caso de que la distribucién
sea no normal.También se analizaron las diferencias en la presencia y/o

ausencia de géneros y phylum, utilizando McNemar test.

Analisis de la Carga Bacteriana Total y Datos Clinicos

Ademas para la comparacion de la carga bacteriana total en ambos grupos, se
consideraron los valores promedio de copias del gen 16S rRNA en cada
muestra extrapolando el CT (Cycle Threshold) al valor correspondiente de la
curva estandar (cuantificacion absoluta). También se utilizé Test t de student
pareado Wilcoxon signed Rank test en caso de que la distribucion de estos
datos fuera no normal. Respecto a los parametros clinicos registrados en cada
paciente fueron analizados estadisticamente, expresados en promedio *
desviacion estandar y porcentaje en los casos que correspondia. Para llevar a
cabo el procesamiento estadistico de los analisis antes mencionados, se utilizé
el software GraphPad Prism 5 y se consideroé los resultados estadisticamente

significativos cuando presentaban un p < 0,05.



Resultados

a) Poblacién estudiada

Respecto a la poblacién estudiada, se incluyeron un total de 15 sujetos

en el estudio, cuyas caracteristicas demogréficas y clinicas se encuentran

detalladas en la Tabla |I.

Tabla |l : Resumen de las caracteristicas de los sujetos estudiados

Sujetos estudiados

(n =15)
Mujeres (%) 60
Edad (afios + SD) 44.7+£6.7
PD (mm + SD) 3.1+£0.7
CAL (mm + SD) 39408
BOP (% £ SD) 49.9+9.6
Pl (% + SD) 86.2 +19.8
* Diagnoéstico Periodontal Periodontitis Crénica Severa

e PD, probing depth (en mm promedio + desviacion estandar ).

e CAL, clinical attachment loss (en mm promedio + desviacion estandar ).

e BOP, bleeding on probing (en porcentaje promedio + desviacién estandar).

e PI, plaque index (en porcentaje promedio + desviacion estandar).

e Basado en criterio de definicién de caso propuesto por el “CDC working group for use in

population based surveillance of periodontitis” (Page and Eke, 2007).



b) Anélisis de la a — diversidad

Respecto a los resultados correspondientes a la secuenciacién de las
muestras (Objetivo Especifico N° 1), podemos apreciar en la Tabla Il un
resumen de lo obtenido en el andlisis de las secuencias. Se observa el nimero
total de secuencias obtenido en todo el andlisis (109.861), la longitud de las
secuencias después del procesamiento que en promedio fue de
aproximadamente 185 bp, el rango referido a la cantidad de secuencias
obtenidas por muestra que se obtuvieron, las cuales iban desde 1.375 a 6.377
secuencias. El rango correspondiente al “Good’s Turing Coverage” (Good 1.J,
1953), mostro que fue posible apreciar desde un 95,3% a un 99,2 % de la
composicion microbiana existente en todas las comunidades estudiadas y la
riqgueza total obtenida entre todas las comunidades fue de 1.257 OTUs. En la
Tabla 1ll, se detalla el parametro “Riqueza Observada” (Sons) de cada
comunidad, el cual corresponde al numero de OTUs encontradas por cada
muestra perteneciente a cada uno de los dos grupos (B y nB ). La comunidad
con mayor rigueza fue 8B con 304 OTUs y la que registro menor riqueza fue

14nB con 57 OTUs.



Tabla ll: Resumen de lo obtenido en la secuenciacién

_ Rango del
Longitud de las ) Rango del
N° total de _ numero de ) N° de OTUs
_ secuencias _ “Good-Turing
secuencias _ secuencias por (En total)
(en promedio) Coverage”
muestra
109.861 =~ 185 bp 1.375-6.377 | 95,3% -99,2 % 1257

Tabla lll: Riqueza Observada de las comunidades por grupo

Muestra Sobs (N° de OTUS) Muestra Sobs (N°de OTUs)
1B 197 1nB 197
2B 103 2nB 151
3B 217 3nB 209
4B 189 4nB 109
5B 128 5nB 203
6B 141 6nB 203
7B 300 mnB 246
8B 304 8nB 236
9B 256 9nB 275
10B 226 10nB 231
11B 158 11nB 143
12B 148 12nB 131
13B 194 13nB 121
14B 65 14nB 57
15B 86 15nB 64

e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje
e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje
e A ambas letras les antecede el nUmero de sujeto estudiado




Enla Tabla IV y V , se detalla el parametro “Riqueza Estimada” (Scatchan)
de las comunidades microbianas estudiadas, el cual corresponde al numero
estimado de OTUs que existen en cada muestra perteneciente a cada uno de
los dos grupos (con y sin sangrado). Esta estimacién se realiz6 utilizando el
método de modelamiento matemético descrito por Bunge y cols. (Bunge, 2011),
denominado “CatchAll”. Este método pretende describir de la forma mas exacta
posible la riqueza estimada, generando también un intervalo de confianza para
cada muestra. La comunidad con mayor riqueza estimada fue 3nB con 418

OTUs y la que registro menor riqgueza estimada fue 14nB con 53 OTUs.



Tabla IV: Riqueza Estimada de las comunidades con sangrado (B)

Intervalo de confianza
Muestra Scatchall

Bajo Alto
1B 342.3 199.0 771.2
2B 134.4 106.8 186.6
3B 276.4 195.8 495.7
4B 184.7 165.9 214.5
5B 145.6 123.3 183.4
6B 171.8 114.5 321.8
7B 259.4 226.4 309.1
8B 346.1 267.6 475.7
9B 223.6 195.7 265.6
10B 292.3 170.4 822.9
11B 153.5 127.7 203.6
12B 299.3 242.7 389.5
13B 257.8 205.7 351.2
14B 87.4 62.6 147.3
15B 107.9 84.1 172.4

e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje
e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje
e A ambas letras les antecede el nUmero de sujeto estudiado



Tabla V : Riqueza Estimada de las comunidades sin sangrado (nB)

Intervalo de confianza
Muestra Scatchall

Bajo Alto
1nB 272.8 178.6 575.0
2nB 240.2 162.9 414.0
3nB 418.5 242.0 937.8
4nB 118.1 101.2 150.7
5nB 188.9 156.5 249.5
6nB 196.6 151.2 278.8
7nB 220.8 181.8 287.7
8nB 218.2 187.5 267.3
9nB 254.8 228.1 294.0
10nB 248.3 209.9 311.2
11nB 141.6 126.1 168.1
12nB 132.7 111.7 177.3
13nB 139.1 115.3 185.5
14nB 53.9 40.9 91.3
15nB 66.0 47.5 137.1

e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje
e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje
e A ambas letras les antecede el nUmero de sujeto estudiado



En la figura 1Ay 1B se aprecia una comparacion de la riqueza observada
y estimada de las comunidades microbianas provenientes de sitios con y sin
sangrado. No hubo diferencias estadisticamente significativas (p > 0,05 )(Test T
pareado) entre las comunidades con y sin sangrado en ambos pardmetros
estudiados. Los valores en ambos graficos estan expresados como promedio y

desviacion estandar.
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Figura 1A y 1B: Comparacion de Riqueza Observada y Estimada
e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje

e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje



Dentro de los otros parametros a revisar respecto a o -diversidad,
encontramos el “Evenness”, que hace referencia a la distribucion relativa de las
OTUs dentro de una comunidad, reflejando su uniformidad. En la figura 2, se
observa que existen diferencias entre ambos grupos estudiados en relacion a
este estimador, comparando los valores obtenidos del “Shannon Evenness
Index”. Se aprecia que el grupo sin sangrado (nB) posee un mayor valor de este
indice comparado con el grupo con sangrado (B), siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p < 0,05)(Wilcoxon Signed Rank Test). El mayor
valor de este indice en las comunidades sin sangrado, implica que las OTUs
tienen una distribucion mas uniforme, presentando una abundancia relativa mas
similar. Por el contrario, en el caso de las comunidades con sangrado, existe un

predominio de algunas OTUs y la mayoria de las especies son mas escasas .
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Figura 2. Shannon Evenness Index

e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje

e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje

Respecto a los estimadores de diversidad, se utilizaron el “non-parametric
Shannon diversity Index” (npShannon Diversity Index) y el “Inverse Simpson
Index”. Ambos reflejan cuan diversas son las comunidades microbianas, en
cuanto a la rigueza de especies presentes y a su distribucion (evenness),
calculados de acuerdo a distintos descriptores matematicos. En las figuras 3 y
4, se observa que la comparacion de ambos indices mostr6 que no existen
diferencias (p > 0,05)(Test T pareado), en cuanto a la diversidad total entre

ambos grupos estudiados, por lo que presentaron una diversidad similar.
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Figura 3. Non-parametric Shannon Diversity Index
e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje

e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje
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Figura 4. Inverse Simpson Index
e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje

e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje



b) Anélisis de la B —diversidad

Con relacion a los resultados correspondientes a la comparacion entre
las comunidades microbianas (Objetivo Especifico N°2), se analizé en primer
lugar las diferencias en los miembros y estructura global de las comunidades,
separadas en dos grupos ( B y nB ). Para ello se construyeron dos
dendogramas basados en coeficientes que miden la disimilitud entre
comunidades microbianas. Primero, el dendograma de la figura 5 se baso en el
Jaccard Index que mide la disimilitud entre dos comunidades microbianas en
términos cualitativos, reflejando cambios en cuanto a los miembros de la
comunidad. Utilizando los andlisis de “weighted” y “unweighted UniFrac”
(descritos previamente en la metodologia) se obtuvo que las muestras con y sin
sangrado no se separaron de manera estadisticamente significativa en el
dendograma (p > 0,05). Este dendograma fundamentalmente mostré que el
sangrado no fue el factor que determiné la distribucion de las muestras, sino
gue estas se agruparon de acuerdo al sujeto de origen. Para poder observar
este fendmeno de manera mas objetiva, se construy6 un gréafico en base a las
distancias expresadas en el dendograma (basado en Jaccard Index), evaluando
la distancia entre las muestras al interior de un sujeto, entre los sujetos con

sangrado (B) y entre los sujetos sin sangrado (nB). En este grafico (figura 6), se



corrobor6 que la distancia entre la composicion de las muestras al interior de un
sujeto (intra-sujeto con y sin sangrado) es menor que la determinada de sujeto
a sujeto (inter-sujeto con y sin sangrado), siendo la diferencia estadisticamente
significativa (p < 0,001, Kruskall Wallis test y Dunn post-hoc test). De esto se
desprende que existen mayores diferencias en la composicién microbiana entre
los sujetos estudiados que la variacion registrada de la microbiota al interior de

un mismo individuo.
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Figura 5. Dendograma en base a Jaccard Index
e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje
e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje

e A ambas letras les antecede el nimero de sujeto estudiado
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Figura 6. Distancias basadas en Jaccard Index
e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje

e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje

También se construyd un dendograma en base al Theta Index, que
estima la disimilitud en la estructura de las comunidades en términos
cuantitativos, por lo que considera las abundancias relativas de las distintas
OTUs presentes en ambos grupos (figura 7). En este caso se volvio a utilizar el
analisis de “weighted” y “unweighted UniFrac” y éstos nuevamente mostraron
gue no existian diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
a este nivel (p > 0,05). Este dendograma fundamentalmente mostré

nuevamente que el sangrado no fue el factor que determind la distribucion de



las muestras, sino que estas se agruparon sin un patrén definido, a diferencia
del caso anterior, en el que el sujeto determinaba la proximidad de las
comunidades microbianas. Por lo tanto, nuevamente se construy6 un gréfico en
base a las distancias expresadas en el dendograma (basado en Theta Index),
evaluando la distancia de la muestras al interior de un sujeto, entre los sujetos
en sitios con sangrado (B) y entre los sujetos en sitios sin sangrado (nB). En
este grafico (figura 8), se aprecia que la distancia entre la composicion de las
muestras al interior de un sujeto es similar a la distancia entre sujetos (p >
0,001, Kruskall Wallis test). De esto se desprende que cuando tomamos en
cuenta los miembros de las comunidades y su abundancia relativa, no se pudo

apreciar un determinante comun que agrupara estas comunidades microbianas.
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Figura 7. Dendograma en base a Theta Index .
e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje
e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje

e A ambas letras les antecede el nUmero de sujeto estudiado
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Figura 8. Distancias basadas en Theta Index
e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje

e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje

Otro método que se utilizé para analizar la disimilitud entre comunidades
microbianas es el Analisis de Coordenadas Principales (PCoA), basado en los
mismos coeficientes anteriormente sefialados (Jaccard Index y Theta Index),
gue dan cuenta de la diferencia en los miembros y estructura de las
comunidades, respectivamente. En las figuras 9 y 10 se observan ambos PCoA
graficados, al analisis no hubo diferencias estadisticamente significativas (p >
0,05) entre ambos grupos estudiados (B y nB) utilizando AMOVA (test

estadistico basado en el analisis de la varianza molecular). Por lo tanto,



podemos concluir de estos resultados, que el sangrado nuevamente no se

comporté como un determinante que agrupara las comunidades microbianas

estudiadas.
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Figura 9. Analisis de Coordenadas Principales en base a Jaccard Index

e AMOVA (p > 0,05)
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Figura 10. Analisis del Coordenadas Principales en base a Theta Index

e AMOVA (p > 0,05)

Continuando con la comparacion de las comunidades microbianas, se
analizaron las diferencias en relacion a los miembros de las comunidades en
distintos niveles taxondmicos. A nivel de OTUs, se analizaron aquellas
diferencialmente representadas utilizando el método propuesto por White y cols.
denominado “Metastats” (White et al., 2009). Utilizando ese andlisis, se obtuvo
682 OTUs diferencialmente representadas en los grupos estudiados (con y sin
sangrado) de un total de 1257 OTUs encontradas. Las diferencias se vieron

fundamentalmente en aquellas OTUs menos abundantes, fundamentalmente en



aquellas con 5 secuencias o0 menos. En la figura 11, se aprecian las diferencias
en las 25 OTUs méas abundantes para ambos grupos y cuales presentan
diferencias estadisticamente significativas segun metastats (p < 0.0007,
corregido para comparaciones multiples). Las OTUs diferencialmente
representadas fueron Treponema sp. OT-237 y Parvimonas micra OT-111
aumentadas en el grupo sin sangrado; Neisseria subflava OT- 476 vy

Enterobacter sakazakii OT- 75, ambas aumentadas en el grupo con sangrado.
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Figura 11. Gréfico de barras apiladas de las OTUs més abundantes en ambos grupos
e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje
e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje

e OT: corresponde al “Oral Taxon Number’, asignado en la HOMD.



A nivel de géneros bacterianos, hubo 94 géneros encontrados en total, en
ambos grupos. En la figura 12, se observan los 25 géneros bacterianos mas
abundantes, dentro de ellos no hubo diferencias estadisticamente significativas
en abundancia relativa ni en presencia o0 ausencia utilizando estadistica
tradicional (p > 0,05 )(Wilcoxon Signed Rank Test y Test de McNemar,
respectivamente). En cambio, utilizando Metastats se vidO que existia un
aumento de Enterobacter, Acinetobacter en las comunidades provenientes de
muestras con sangrado y Mogigabacterium se encontrd elevado en el grupo sin

sangrado.

La figura 13, muestra las diferencias que hubo en la frecuencia de deteccion
de géneros, independientemente de su abundancia relativa. Se aprecia
nuevamente el género Mogigabacterium, ademas de los géneros Anaeroglobus
y Catonella, que se encontraban aumentados en el grupo sin sangrado (p <
0,05) (Wilcoxon Signed Rank Test). Por otra parte, se encontraron diferencias
en los géneros, Propionibacterium, Haemophillus, Kocuria, los ya revisados
Enterobacter y Acinetobacter, utilzando el analisis de Metastats. A nivel de
presencia, solo hubo diferencias estadisticamente significativas en los géneros
Anaeroglobus y Catonella, también con una mayor presencia en el grupo sin

sangrado (p < 0,05) (Test de McNemar).



Bl Treponema
. . [0 Neisseria
25 géneros mas abundantes ) Fusobacterium
90 = [] Eubacterium
BN Streptococcus
B Prevotella
[ Leptotrichia
B Filifactor
7] Enterobacter * B
B Gronullicatella
30. R R R R RN " | 2:):’“”
[ Staphylococcus
B Mogigabacterium § nB

Abundancdia Relativa (%)

.
Grupo B Acinetobacter * B

* p<0,0007 Metastats [ Aggregatibact
§ p<0,05 Wilcoxon signed rank test =] p,pm,,,,,,,o::c,,,

Bl Selenomonas

[ Actinomyces

Figura 12.. Gréfico de barras apiladas de los Géneros mas abundantes en ambos grupos
e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje

e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje.
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Figura 13. Gréfico de barras apiladas de los Géneros diferencialmente representados

e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje

e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje

A nivel de phylum, hubo microorganismos pertenecientes a 11 phyla
diferentes en total. En las figuras 14 y 15, se aprecia la abundancia relativa de
cada uno de ellos, separando el analisis por grupo (con y sin sangrado). En la
figura 11 se muestran aquellos considerados por algunos autores como los
phylum comdnmente encontrados (Common Phyla) y en la figura 12 se
aprecian los que son considerados como phylum que raramente se detectan en
el microbioma de la cavidad bucal (Rare Phyla) (Griffen et al., 2011). Se
detectaron diferencias soélo a nivel del phylum Proteobacteria, que se encuentra

aumentado en el grupo con sangrado (p < 0,05)(Wilcoxon Signed Rank Test).



En términos de presencia, no hubo diferencias estadisticamente significativas

entre ellos (p > 0,05) (Test de McNemar).
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Figura 14. Grafico de barras apiladas de los Phylum “‘comunes” en el microbioma bucal
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Figura 15. Grafico de barras apiladas de los Phylum “raros” en el microbioma bucal
e B, corresponde a muestras que presentaron sangrado al sondaje
e nB, corresponde a muestras sin sangrado al sondaje



c) Analisis de la carga bacteriana total

Estos resultados corresponden a lo enunciado en el Objetivo Especifico
N°3, respecto a la cuantificacion de la carga bacteriana total detectada en
ambos grupos estudiados (con y sin sangrado al sondaje). El analisis de lo
obtenido por gqPCR mostr6 que existen diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,001) en la cantidad de carga bacteriana total,
encontrandose aumentada en el grupo con sangrado, medida en namero de

copias del gen 16S rRNA, como se observa en la figura 16.
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Figura 16. Carga Bacteriana Total, expresado en mediana y rango intercuartil.
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Discusidon

Histéricamente, el microbioma subgingival ha sido caracterizado
utilizando métodos de cultivo microbioldgico clasico y técnicas moleculares
enfocadas a la deteccibn de microorganismos especificos usualmente
vinculados con periodontitis. En el presente estudio, hemos utilizado
amplificacion de las regiones V1-V2 del gen 16SrRNA y high-throughput 454
pyrosequencing, permitiendo una caracterizacion completa del microbioma
bacteriano subgingival en sitios con y sin sangrado al sondaje de pacientes con
periodontitis cronica. Nuestro trabajo constituye una primera aproximacion al
microbioma subgingival en periodontitis cronica realizado en Chile utilizando
este tipo de tecnologia, lo cual ha permitido la identificacion y enumeracion de
nuevos microorganismos que podrian estar asociados con esta patologia. Al
respecto, se afirma que es una aproximacion al microbioma subgingival debido
al numero de sujetos estudiados (n=15), el cual pudiera parecer reducido. Sin
embargo, si lo comparamos el numero de individuos muestreados en los
escasos estudios publicados que han tenido el objetivo de describir el
microbioma subgingival, encontramos que el estudio que lo ha caracterizado
mas extensamente ha analizado a 31 individuos (Paster et al., 2001) y los otros

trabajos al respecto tienen cantidades similares (n=15) (Shchipkova et al., 2010)



o inferiores (n=10) (Bik et al., 2010), (n=5) (Aas et al., 2005) y (n=1) (Kroes et
al., 1999) de pacientes incluidos en la caracterizacion. A pesar de esto,
reconocemos que es necesario contar con estudios que caractericen una mayor
cantidad de sujetos, para lograr una descripcion mas completa del microbioma
subgingival y que permita establecer perfiles bacterianos por sobre la

variabilidad inter-individual.

Dentro de los parametros de a — diversidad analizados, encontramos que
la Riqueza total obtenida en las comunidades microbianas estudiadas fue de
1.257 OTUs, alcanzando un valor que es superior a lo proyectado en otros
estudios (500 a 600 especies) realizados con amplificacion y clonacién del gen
16S rRNA en pacientes con periodontitis (Paster et al., 2001). Este aumento es
esperable debido a la naturaleza de la técnica que ha demostrado una mejor
cobertura en microorganismos de distintos nichos orales comparado con sanger
sequencing (Li et al., 2010; Nasidze et al., 2009b). Sin embargo, estimaciones
recientes han establecido que la riqueza total de la microbiota oral puede
ascender a = 1.200 especies (Jenkinson, 2011), lo que concuerda con lo
encontrado en nuestro analisis. Ademas, la cobertura alcanzada fue mayor al
95% (calculada con Good’s Coverage) por lo que pudimos apreciar casi la
totalidad de las OTUs presentes en dichas comunidades. Por otra parte, si

analizamos la riqgueza obtenida y estimada en cada comunidad microbiana, se



observé que el sangrado al sondaje no fue un factor que determinara
diferencias en la riqueza de cada muestra. No obstante, a nivel de “evenness”
(uniformidad) de las comunidades, encontramos que las comunidades
microbianas provenientes de sitios sin sangrado son mas uniformes en su
composicion que las con sangrado. Las comunidades sin sangrado se
encontraron dominadas por una mayor cantidad de especies, estas fueron
Fusobacterium spp., TM7 [G-1] OT 349 y 346, Neisseria flava OT — 609 y
Eubacterium brachy [XI] [G-3] - OT 557, entre otras. La causa de la diferencia
en la uniformidad en las comunidades sin sangrado, puede deberse a que en
las comunidades de sitios con sangrado hay un cambio a nivel ecolégico
determinado por la presencia de inflamacion. Dado lo anterior, existe una mayor
disposicion de nutrientes que determina un aumento de ciertas especies al
interior del biofilm subgingival y de sus interacciones microbianas, favoreciendo
el predominio de algunos miembros de la comunidad. En cambio, en las
comunidades sin sangrado, existe una mejor repuesta y adaptacion ante
cambios subitos de las condiciones medioambientales, ya que las
interrelaciones metabdlicas y de cooperacién son sostenidas por una mayor
proporcion de las especies dentro de la composicion de la comunidad

(Wittebolle et al., 2009).



Con relacién a la comparacion de la diversidad en ambos tipos de
comunidades (B y nB), se obtuvo que ambas presentaban un nivel de
diversidad similar, medido con dos indices diferentes. Al respecto, autores
(Bibiloni et al., 2006; Seksik et al., 2005) han encontrado al estudiar la
microbiota asociada a la Enfermedad de Crohn y Colitis ulcerosa, que al
comparar la diversidad entre comunidades microbianas provenientes de
biopsias de mucosa intestinal con y sin inflamacién, dichas comunidades
presentan una diversidad similar medida con Shannon Index, estableciendo que
la inflamacioén no fue un parametro que altero la diversidad, al igual que en el
presente estudio. Sin embargo, es necesario sefalar que la naturaleza y el tipo
de microorganismos que forman parte de comunidades bacterianas
provenientes de distintas zonas del cuerpo humano difieren entre si y tienen un
comportamiento particular (Costello et al., 2009), por lo cual la comparacion de
la diversidad seria mas valida en estudios realizados en la microbiota oral. A la
fecha, no existen otros estudios que evaluen como influye la inflamacion en la
diversidad de las comunidades microbianas pertenecientes a la cavidad oral,
por lo que nuestro trabajo constituye la primera aproximacion para tratar de

esclarecer dicha relacion.

Por otro lado, los diferentes andlisis realizados para evaluar la similitud

cualitativa y cuantitativa a nivel global de las comunidades estudiadas,



mostraron que el sangrado no fue un factor que determinara la formacion de
grupos o “clusters” de las comunidades microbianas estudiadas. Este resultado
se debi6 en parte a que la variabilidad entre sujetos fue mayor que la
variabilidad entre los sitios con y sin sangrado. Las variaciones inter-
individuales en la microbiota oral, han sido descritas por diversos autores como
Diaz. y cols. (Diaz et al., 2006), quienes mostraron en tres sujetos, que la
colonizacion temprana del esmalte es sujeto-especifica. Lazarevic y cols.
(Lazarevic et al., 2010), en un estudio longitudinal realizado también en tres
individuos, determinaron que las comunidades bacterianas salivales
muestreadas en momentos diferentes se agrupan de acuerdo al sujeto del cual
provenian. Por cuanto, la gran variabilidad interindividual, nos lleva a hipotetizar
respecto a que los cambios de la composicion microbiana en periodontitis,
estarian mas determinados por variaciones a nivel global que en el sitio

periodontalmente afectado.

A pesar de no encontrarse grandes cambios en general, se detectaron
diferencias entre ambos grupos estudiados fundamentalmente en aquellas
OTUs menos abundantes (5 secuencias o0 menos), utilizando la herramienta de
analisis para datos metagendémicos Metastats. Dentro de las 25 OTUs mas
abundantes, hubo 4 especies que estuvieron diferencialmente representadas, 2

en el grupo sin sangrado que fueron Treponema spp. — OT 237 y Parvimonas



micra OT-111y 2 en el grupo con sangrado, que fueron Enterobacter sakazakii
- OT 75 y Neisseria subflava - OT 476 . En general, las especies comprendidas
al interior del género Neisseria han sido caracterizadas como microorganismos
gue se encuentran colonizando la cavidad oral en etapas tempranas de la vida y
también las vias respiratorias (Garcia-Rodriguez and Fresnadillo Martinez,
2002). En varios estudios, se ha descrito al género Neisseria como uno de los
géneros habitualmente encontrados en diversos nichos orales en sujetos sanos
(Aas et al.,, 2005; Bik et al., 2010; Kroes et al., 1999), formando parte
habitualmente de la microbiota de superficies mucosas, lengua y placa
supragingival. Al respecto, uno de los estudios que ha analizado mas
exhaustivamente la microbiota oral en sujetos sanos, detect6 la presencia de N.
bacilliformis en el biofilm subgingival en sélo uno de los individuos estudiados.
Interesantemente, en un estudio realizado por Paster y cols., estos autores
encontraron N. mucosa, N. polysaccharea, N. elongata, N. pharyngis, N.
weaveri y N. flavescens, presentes casi exclusivamente en pacientes con
periodontitis refractaria al tratamiento (Paster et al., 2001). Ademas, hace algun
tiempo, Newman & Socransky (Newman and Socransky, 1977), utilizando
técnicas de cultivo microbioldgico clasico, encontraron que el género Neisseria
correspondia al 1,8% de la microbiota total cultivable en sujetos

periodontalmente sanos y al 3% en individuos con periodontitis. Dichos



antecedentes, en conjunto con los aportados en el presente estudio, apuntan a
una posible participacion del género Neisseria en el biofilm subgingival asociado
a periodontitis, describiendo una incipiente relacion con signos clinicos

inflamatorios de esta patologia, como lo es el sangrado al sondaje.

Por otra parte, el género Enterobacter, no es uno de los géneros
habitualmente identificados a nivel subgingival en periodontitis. Sin embargo, en
la poblacion chilena, se ha detectado una alta frecuencia de bacilos entéricos
(17.6 %) en pacientes con periodontitis cronica (Herrera et al.,, 2008). Esto
puede ser explicado fundamentalmente por la alta variabilidad geografica
descrita para este género y otros como Serratia (Nasidze et al., 2009a).
Creemos que esa es la explicacion mas plausible, debido a que no existen
antecedentes en la literatura que describan una participacion en la patogénesis
de la periodontitis por parte de los microorganismos pertenecientes al género
Enterobacter, por lo que no podriamos caracterizar cual seria la relacion entre
la presencia de sangrado y la mayor abundancia relativa de E. sakazakii OT-

75.

A nivel de las OTUs diferencialmente representadas en los sitios sin
sangrado, encontramos una especie no cultivable perteneciente al género
Treponema (Treponema sp. OT — 237). Este género ha sido descrito como

componente del biofilm subgingival fundamentalmente en sujetos con



periodontitis, encontrandose una gran cantidad y diversidad de especies (Asai
et al., 2002; Paster et al., 2001). Por el contrario, estos microorganismos estan
presentes a nivel subgingival en individuos periodontalmente sanos, pero en
una cantidad muy inferior comparada a la que se describe en periodontitis (Bik
et al., 2010; Paster et al., 2001). Respecto al aumento de la abundancia relativa
de esta especie de Treponema (OT-237) en sitios sin sangrado, en la literatura
no hemos encontrado antecedentes, debido a que se debe a un
microorganismo que no ha sido descrito en otros estudios, probablemente
porque no ha sido cultivado. Sin embargo, por el contrario, se ha reportado que
otros miembros del género Treponema, como T. denticola y T. socranskii,
aumentaron significativamente en sitios con sangrado al sondaje, lo cual fue
evaluado utilizando checkerboard DNA-DNA hybridization (Socransky and
Haffajee, 2005). Cabe destacar que en dicho estudio no se controlé por
Profundidad al Sondaje, por lo cual no podemos afirmar que dicho resultado se
deba so6lo a la presencia o ausencia del signo sangrado al sondaje. Por otra
parte, en otro estudio de Armitage y cols. (Armitage et al., 1982) utilizando
microscopia de campo oscuro, encontraron una correlacion positiva entre el
porcentaje de espiroquetas y varios parametros clinicos, describiendo un mayor
aumento en presencia de sangrado al sondaje y profundidad al sondaje mayor a

3 mm (Armitage et al., 1982). Por el contrario, Baab y cols. (Baab and Opsvig,



1986) utilizando microscopia de contraste de fases, encontraron que no hubo
diferencias respecto a la proporcion de espiroquetas en sitios con y sin
sangrado al sondaje, en sitios con profundidad al sondaje entre 4 a 6 mm (Baab
and Opsvig, 1986). Respecto a los resultados obtenidos en esta investigacion,
el aumento de dicha especie de Treponema (OT- 237) en los sitios sin sangrado
debe ser interpretado con cautela, ya que tampoco representd lo que sucede a
nivel de género, en donde al igual que el estudio recientemente citado de Baab

y cols., no se encontraron diferencias entre sitios con y sin sangrado.

En cuanto al aumento de Parvimonas micra — OT 111 en los sitios sin
sangrado, podemos decir que es uno de los microorganismos que
habitualmente se encuentra en sitios con periodontitis crénica en pacientes
chilenos, teniendo una frecuencia de deteccidn del 29,7% (Herrera et al., 2008).
Aparentemente, no existe evidencia en la literatura que demuestre alguna
asociacion de este microorganismo con parametros clinicos periodontales como

sangrado al sondaje.

En la literatura, de acuerdo a investigaciones realizadas por otros autores
(Socransky et al., 1998; Socransky and Haffajee, 2005), se han descrito algunas
diferencias a nivel de especies en sitios con y sin sangrado al sondaje, que no
han sido detectadas en nuestro estudio. Es el caso de las especies del

complejo rojo (P. gingivalis, T. denticola y T. forsythia), las cuales en los



estudios de Socransky y cols. recientemente citados se encuentran aumentadas
en los sitios con sangrado al sondaje, aunque estas asociaciones también se
pueden deber a la profundidad del saco periodontal. En nuestro estudio, no
encontramos diferencias a nivel de la abundancia relativa y de presencia en
sitios los sitios con sangrado de estas especies. Cabe destacar que en el caso
de P. gingivalis y T. forsythia, fueron detectadas en nuestro estudio, pero no
aparecieron dentro de las 25 analizadas en el grafico debido a su baja
abundancia relativa. No obstante, cuando revisamos solo la prevalencia de
especies obtenidas, ambas especies se encontraron presentes en el 80% de los
individuos estudiados, aunque como ya sefialamos anteriormente no hubo
diferencias entre los sitios con y sin sangrado. Estos resultados pueden deberse
fundamentalmente al tipo de sitio estudiado, con una profundidad al sondaje
fijada en 5 mm, los que pueden ser considerados sacos periodontales de
mediana profundidad Esto es importante debido a que Socransky y cols.
(Socransky et al., 1998) han descrito que existe una mayor colonizacion de P.
gingivalis en sitios con profundidades mayores a 7 mm, fendmeno que

explicaria la baja abundancia relativa obtenida en nuestro estudio.

Dentro de las diferencias encontradas en la composicion microbiana a
nivel de género, tenemos que existe un aumento de los géneros Enterobacter

(ya revisado), Acinetobacter en los sitios con sangrado y del género



Mogigabacterium en los sitios que no presentaron sangrado al sondaje. Al
respecto, el género Acinetobacter ha sido descrito como parte del biofilm
subgingival en pacientes con periodontitis refractaria al tratamiento (Colombo et
al., 2009; da Silva-Boghossian et al., 2011; Paster et al., 2001) y no se les
considera como microorganismos habituales de la cavidad oral, ya que
generalmente participan de infecciones nosocomiales y son multi-resistentes a
antimicrobianos (Bhargava et al., 2010). El aumento del género Acinetobacter
en los sitios con sangrado abre nuevas posibilidades de investigacion respecto
a la participacion de este género en periodontitis cronica y su vinculacion con el
aumento de la inflamacion a nivel periodontal, ademas del rol ecolégico que

estaria cumpliendo en dichas comunidades microbianas.

El género Mogigabacterium ha sido fundamentalmente descrito en
pacientes con periodontitis por algunos autores (Colombo et al., 2009; Paster et
al., 2001; Tanner et al., 2007), pero aun se desconoce cual es su participacion
en el biofilm subgingival como patdgeno periodontal putativo, por lo que su
aumento en sitios sin sangrado no tiene una interpretacion clara aun. Otras
diferencias encontradas a nivel de géneros poco abundantes, fueron a nivel de
los géneros Anaeroglobus y Catonella en los sitios sin sangrado. Ambos han
sido encontrados fundamentalmente en sujetos periodontalmente sanos (Bik et

al., 2010; Paster et al., 2001), debido a esto podriamos especular que ciertas



condiciones medioambientales en esos sitios, como una disminucion de la
inflamacion en este caso, propiciaron el aumento de dichas especies poco

abundantes en el biofilm subgingival.

Respecto a las diferencias en géneros poco abundantes en los sitios con
sangrado, encontramos un aumento en Propionibacterium, que ha sido
frecuentemente descrito en periodontitis (Paster et al., 2001), también en
Haemophillus, el cual ha sido detectado en periodontitis refractaria al
tratamiento (Paster et al., 2001) y en salud periodontal (Bik et al., 2010). Hasta
la fecha, el género Kocuria, no habia sido descrito en placa bacteriana
subgingival, solamente se habia reportado en lesiones avanzadas de Noma
(“cancrum oris”) (Paster et al., 2002) por lo que su deteccion en los sitios con
sangrado es un nuevo aporte al conocimiento del microbioma subgingival, que
ha sido posible debido al buen poder de resolucion de la técnica utilizada para

esta caracterizacion.

A nivel de phylum, el Unico que se encuentra diferencialmente
representado, es el Proteobacteria, en las comunidades microbianas
provenientes de sitios con sangrado al sondaje. La razén de esta diferencia es
probablemente el aumento de los géneros Enterobacter y Acinetobacter , que
se encontraron dentro de los 25 mas abundantes y el aumento del género

Haemophillus, los cuales pertenecen al phylum Proteobacteria. En dicho phylum



se encuentran sélo bacterias Gram-negativas, las cuales presentan una amplia
diversidad metabdlica y de requerimientos de oxigeno, constituyendo el phylum
mas extenso del dominio Bacteria (Gupta, 2000). Algunos microorganismos de
este phylum han sido considerados patégenos periodontales como es el caso
de Aggregatibacter actinomycetemcomitans y patdgenos periodontales
putativos como Campylobacter rectus (Socransky et al., 1998). Ademas, este
phylum es uno de los mas abundantes del microbioma subgingival,
independientemente del estado periodontal, en ambas condiciones (salud —
periodontitis), al igual que el phylum Firmicutes (Bik et al., 2010; Kumar et al.,

2005).

Por otra parte, hubo un aumento de la carga bacteriana total presente en
los sitios con sangrado al sondaje, ya que la influencia de la inflamacion en
esas comunidades microbianas, determiné una mayor cantidad de bacterias a
nivel del microbioma subgingival en los pacientes estudiados. Este resultado
esta en acuerdo con lo descrito por Socransky y cols. (Socransky et al., 1991),
gue encontraron un aumento estadisticamente significativo en la microbiota total
cultivable de sitios con sangrado al sondaje. Se ha propuesto que la explicacion
de este fenomeno reside fundamentalmente en el intimo contacto del biofilm
subgingival con el fluido gingival crevicular, que se encuentra aumentado

producto de la inflamacion, creandose un microambiente necesario para el



sobre-crecimiento de los microorganismos; los cuales una vez establecidos
promoverian una mayor inflamacién a nivel de los tejidos periodontales,
estableciéndose una relacion bi-direccional entre el estado inflamatorio y la
composicion del microbioma (Socransky and Haffajee, 2005; Tanner et al.,

2007).



Conclusiones

Del presente estudio se pudo concluir , en distintos niveles de andlisis:

a) Parametros de a — diversidad:

* Se analizaron 109.861 secuencias obteniéndose un total de 1257 OTUs.

* No se encontraron diferencias entre las comunidades de ambos grupos

estudiados a nivel de riqueza observada y estimada

* En las comunidades microbianas del grupo sin sangrado, la abundancia
de las especies que conforman la comunidad es mas uniforme que en las
comunidades con sangrado, en donde algunas especies dominan la

composicion de la comunidad.

+ En ambos grupos estudiados, las comunidades microbianas presentaron

similar diversidad de especies, evidenciada a través de distintos indices.

b) Estructura y composicion de las comunidades

e Los andlisis del componente principal (PCoA) de Jaccard Index y Theta
Index, revelaron que no hubo determinantes comunes que llevaran a

agrupaciones segun los grupos estudiados (B y nB).



c) Variabilidad entre los sujetos

El analisis del dendograma basado el Jaccard Index, revel6é que las
distancias eran menores si comparabamos los sitios entre un mismo
sujeto, que si lo haciamos inter-sujeto. A su vez, el andlisis basado en el
Theta Index mostrd la misma tendencia sin llegar a ser estadisticamente

significativa.

c) Diferencias en distintos niveles taxonomicos

Entre las OTU mas abundantes, se encontraron 4 OTUs diferencialmente
representadas, E. sakazakii OT - 75y N. subflava OT - 476 en sitios con
sangrado. Una especie aun no cultivada de Treponemas (OT - 237) y
P. micra OT - 111 estan aumentadas en los sitios sin sangrado. Ademas,
se encontré6 una gran cantidad de diferencias en OTUs de menor
abundancia.

A nivel de género, se encontraron 8 diferencialmente representados. En
los sitios con sangrado se encontraron aumentados los géneros
Enterobacter, Propionibacterium, Haemophillus, Kocuria y Acinetobacter.
Mientras que en los sitios sin sangrado estan aumentados los géneros

Anaeroglobus, Catonella y Mogigabacterium.



e A nivel de Phylum, sélo se encontr6 aumentado el Proteobacteria en los

sitios con sangrado.

d) Comparacién de la carga bacteriana total

* Se encontré un aumento de la carga bacteriana total en los sitios con
sangrado al sondaje, en comparacion con los sitios que no presentaban

dicho signo clinico.

Conclusion final

La presencia de inflamacion medida por sangrado al sondaje esta asociada a
un aumento en el nimero de bacterias presentes en el microbioma subgingival
y aparentemente podria estar vinculada con diferencias menores a nivel de la

composicion microbiana.

Los perfiles bacterianos obtenidos en este estudio no fueron determinados por
la presencia o ausencia de inflamacién, sino mas bien por el individuo del cual
provenian. Por lo tanto, nuestros datos sugieren que los cambios en el
microbioma subgingival durante la periodontitis crénica son el resultado de una
perturbacién global en la ecologia bacteriana de la cavidad oral y no tendrian su

origen en un desbalance sitio-especifico.



Sugerencias

La tecnologia utilizada en este trabajo (454 high-throughput pyrosequencing) ha
demostrado ser un gran aporte en la caracterizacion del microbioma
subgingival. Creemos que seria de mucha utilidad evaluar por medio de esta
técnica la influencia de otros factores que inciden en la composicion bacteriana
en periodontitis crénica, como la profundidad al sondaje. Resultaria muy
interesante apreciar los cambios del microbioma subgingival conforme va
cambiando la profundidad al sondaje y la relacion de otros parametros clinicos,
gue pueden ayudar a una mejor comprension de los cambios asociados a la

microbiota subgingival en periodontitis.



Resumen

La periodontitis es una enfermedad originada por cambios a nivel del
microbioma subgingival y su interaccion con la respuesta inmunoinflamatoria del
hospedero, produciéndose como resultado la destruccion progresiva de los
tejidos de soporte del diente. Por tanto, durante este proceso la inflamacion
juega un rol esencial, por lo cual nuestro objetivo fue evaluar la influencia de la
inflamacion, evidenciada a través del signo clinico “Sangrado al Sondaje” (BOP)
en la composicion y cantidad del microbioma subgingival en sitios con
periodontitis. Se tomaron dos muestras de placa bacteriana subgingival por
sujeto estudiado (n=15), con y sin presencia BOP, con igual “Profundidad al
Sondaje”, que fue fijada previamente en 5 mm. Para la caracterizacion del
microbioma se utilizé piro-secuenciacion 454 de los amplicones generados por
PCR para las regiones V1-V2 del gen 16S rRNA y PCR en tiempo real. En
cuanto a la composicion de estas comunidades microbianas, se obtuvieron
109.860 secuencias de ~ 180 bp de longitud y se alcanz6 una cobertura de
alrededor del 98% en todas las muestras. No hubo diferencias en la diversidad
de las comunidades con y sin sangrado, sin embargo la abundancia de las
especies provenientes de las muestras sin sangrado se distribuyeron de
manera mas homogénea que las con sangrado. Respecto a la riqgueza

encontrada, identificamos 1.257 OTUs (Unidades Operacionales Taxondémicas)



definidas al 97% de similitud. Dentro de las OTUs mas abundantes
diferencialmente representadas entre ambas condiciones, encontramos a
Enterobacter sakazakii OT - 75 y Neisseria subflava OT - 476 en sitios con
sangrado. Una especie aun no cultivada de Treponemas (OT - 237) y
Parvimonas micra OT - 111 estdan aumentadas en los sitios sin sangrado.
Ademas, se encontré una gran cantidad de diferencias en OTUs de menor
abundancia. A nivel de género éstas diferencias sélo se reflejaron en 8 de un
total de 94 géneros bacterianos encontrados. El phylum Proteobacteria, se
encuentra aumentado en el microbioma de sitios con BOP, al igual que la carga
bacteriana total. Como conclusion, establecemos que la presencia de
inflamacion favorece el aumento bacterias presentes en el microbioma
subgingival y aparentemente podria estar vinculada solo con diferencias

menores a nivel de la composicion microbiana.
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