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RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad cronica inflamatoria asociada a la presencia de
comunidades microbianas disbidticas. Diversos estudios que investigan la
patogénesis de esta enfermedad utilizan el modelo de Periodontitis Inducida por
Ligadura (PIL) en ratones, y han examinado en profundidad este microbioma
mediante técnicas de secuenciacion masiva, en especifico la amplificacion del gen
16S rADN. Sin embargo, la comparacion de los perfiles microbianos entre estudios
resulta muy compleja debido a diferencias en el procesamiento bioinformético y las

bases de datos usadas para la asignacion taxonomica.

El objetivo de este estudio fue re-analizar el conjunto de datos de secuenciaciéon
masiva de estudios que utilizaron el modelo PIL, a través de un protocolo de analisis
bioinformatico unificado, para facilitar la comparacion entre ellos y determinar si las

comunidades bacterianas son similares.

Se realizé el re-andlisis de las secuencias del gen 16S rADN de 9 estudios
disponibles en la literatura que utilizaron el modelo PIL. Las secuencias fueron
agrupadas segun la region hipervariable del gen 16S rADN (V1-V3 y V4), pre-
procesados, agrupados en Unidades Operacionales Taxonomicas (OTUS) y
clasificados con la base de datos Ribosomal Database Project (RDP). Ademas, se
utilizé la base de datos de National Center for Biotechnology Information (NCBI) 16S
rADN para mayor resolucién taxonémica. Se realizaron analisis de alfa y beta
diversidad, ademéas de determinar el perfil de las comunidades microbianas

mediante la abundancia relativa.

Los resultados revelaron que la riqueza y diversidad a través de los estudios es
similar, y que existen cambios en la estructura de la comunidad microbiana,
influenciados por la induccién de la periodontitis y el origen del estudio. Se observé
con claridad un cambio en la abundancia relativa de las especies bacterianas desde
el quinto dia posterior a la instalacion de la ligadura, con una composicion diferente

entre salud y periodontitis experimental. También observamos algunas especies
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bacterianas compartidas entre estudios que dominan las comunidades asociadas a
PIL.

En conclusion, este re-andlisis proporciona una descripcién unificada de la disbiosis
microbiana asociada al modelo PIL, permitiéndonos compararlas y determinar las

similitudes y diferencias entre los estudios.



INTRODUCCION

La periodontitis y su importancia

La periodontitis es una enfermedad crénica inflamatoria multifactorial asociada
con la presencia de comunidades microbianas disbidticas. Estéd caracterizada por
una destruccion progresiva de los tejidos de soporte de los dientes, siendo sus
principales signos la pérdida de insercién clinica, presencia de saco periodontal y
sangrado gingival (Papapanou y cols., 2017). Entre las consecuencias de esta
enfermedad destacan la pérdida dentaria (pudiendo llegar al edentulismo),
disminucion de la funcion masticatoria, autoestima y la calidad de vida (Tonnetti y
cols., 2017). La prevalencia mundial indica que 9.8% de la poblacién (796 millones
de personas) padece de formas severas de periodontitis (GBD Oral Disorders
Collaborators, 2020). En Chile, hay pocos estudios que evalien la condicion
periodontal, a pesar de ello, en todos se concluye que la salud periodontal esta
deteriorada en la poblacion (Carvajal, 2016). El 2010 se publicé una investigacion
donde se observé que el nivel de dafio periodontal en la poblacion chilena afecta al
58% de la poblacion adulta en Chile con una pérdida de insercion = 5 mm (Gamonal
y cols., 2010). Una publicacion reciente de Morales A. y cols. (2021) donde se
compara la nueva clasificacion de enfermedades y condiciones periodontales de la
Academia de Periodontologia Americana y la Federacion Europea de
Periodontologia (AAP/EFP) versus la clasificacion de los centros de control y
prevencion de enfermedades y la Academia de Periodontologia Americana
(CDC/AAP) en la poblacion chilena reveld, en el grupo etario adolescente la
prevalencia de periodontitis segun la clasificacion de AAP/EFP fue de un 75,6%,
donde la mayoria estaban en estadio | (39,3%) y estadio Il (28,2%). La forma de
periodontitis mas comun fue periodontitis localizada estadio | grado B (18,2%)
seguido de periodontitis generalizada estadio | grado B (14,8%). En los adultos,
segun la clasificacion de la AAP/EFP la prevalencia de periodontitis fue de un 99%
donde la mayoria fue clasificada como estadio IV (81,3%) seguido de estadio Il

(12,8%). La forma mas comun de periodontitis fue periodontitis localizada estadio
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IV grado B (38,9%), seguido de periodontitis generalizada estadio IV grado B
(34,6%). Al analizar estos resultados podemos concluir que la prevalencia de
periodontitis en la poblacion chilena es sumamente alta, constituyendo problema

importante a nivel de salud publica y también a nivel del sujeto que la padece.

Disbiosis microbiana en periodontitis

La periodontitis ha sido estudiada durante afos. Este conocimiento ha llevado a
reconocer el papel fundamental de la disbiosis bacteriana en el ecosistema
periodontal y la respuesta inflamatoria exagerada del hospedero en la patogénesis
de esta enfermedad. La disbiosis es definida como un estado alterado de la
comunidad microbiana en composicién y funcion gatillado por factores relacionados
al hospedero y ambientales que sobrepasan la capacidad de las comunidades para
adaptarse, llevando a un cambio microbiano (Levy y cols., 2017; Tiffany y Baumler,
2019). Este desbalance entre la microbiota comensal y la respuesta del hospedero
promueve la destruccion de los tejidos e impide el control (“clearence”) bacteriano
efectivo (Van Dyke y Sima, 2019).

Cuando el hospedero no tiene una higiene oral éptima, la comunidad bacteriana
inicia un proceso de sucesiones ecoldgicas. Miembros de las comunidades
microbianas asociadas a enfermedad se comienzan a detectar simultaneamente
con microorganismos habitualmente asociados a salud, resultando en una
comunidad diversa compuesta de especies de ambos grupos; es asi como la
enfermedad va progresando y la microbiota transicional se va reemplazando por
organismos asociados a enfermedad llevando a una comunidad mas homogénea
(Kirst y cols., 2015). Esta comunidad comienza a estar caracterizada por un
predominio de bacterias anaerobias, en su mayoria Gram negativo, que liberan
productos que pueden causar un dafio directo a las células del hospedero y sus
tejidos y/o que activan la respuesta celular y humoral (Clark W. y Lée H., 1993),
produciendo asi un aumento de los signos inflamatorios en las encias y de la

cantidad de fluido crevicular gingival. Ademas, se produce un aumento significativo
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en la biomasa de la comunidad en aquellos sitios con periodontitis inflamados en
comparacion con los que no lo estan (Abusleme y cols., 2013). Por otro lado, la
respuesta inmune del hospedero afecta la homeostasis del tejido periodontal
(Darveau, 2010).

Andlisis del microbioma en periodontitis

El microbioma subgingival se ha estado estudiando por mas de 50 afios. Debido a
la extensa historia de esta linea investigativa se ha transitado por distintas técnicas
para llegar a los conocimientos actuales (Curtis, 2014). Con el desarrollo de las
técnicas de secuenciacion masiva se han comparado los cambios en las
comunidades microbianas en salud, gingivitis y enfermedad periodontal. En salud
observamos también bacterias con una caracteristica metabdlica comdn que es la
alta tolerancia a ambientes oxigenados como bacterias aerobias o anaerobias
facultativas (Abusleme y cols., 2021). Los cambios de la comunidad producidos
entre los estadios de salud y gingivitis incluyen un cambio estructural y en la
diversidad, desde una dominancia de bacterias Gram positivo a especies Gram
negativo anaerobicas capaces de consumir oxigeno (Abusleme y cols., 2021; Kistler
y cols., 2013). En gingivitis se presenta un microbioma con mayor diversidad y
riqueza en comparacion a los otros dos estadios (Abusleme y cols., 2021; Park y
cols., 2015) donde hay una gran variedad de taxones Gram-negativo que difieren a
los Gram-negativo presentes en periodontitis, donde de las 69 especies presentes
en gingivitis, solo 14 son asociadas a periodontitis (Diaz y cols., 2016). Al comparar
salud y periodontitis, se ha observado que hay una mayor riqueza en periodontitis.
Sin embargo, en cuanto a la diversidad, definida como el nimero y la distribucién
de la abundancia de los distintos tipos de organismos presentes en una comunidad
(Human Microbiome Project Consortium, 2012), no difirié entre salud y periodontitis
(Abusleme y cols., 2021). Por dltimo, a nivel estructural se ha observado que los
estadios de salud, gingivitis y periodontitis poseen estructuras comunitarias

diferentes (Abusleme y cols., 2021; Park y cols., 2015).
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Por otra parte, muchos de los descubrimientos respecto a la transicion de salud a
enfermedad se han logrado mediante el uso de modelos animales ya que nos
permiten caracterizar mecanismos y encontrar relaciones causa-efecto. Si bien
tienen sus limitaciones, nos dan la posibilidad de examinar las interacciones entre
el hospedero y la microbiota. Su capacidad radica en probar hipotesis especificas
mas que imitar todos los aspectos de la enfermedad periodontal (Graves y cols.,
2011). Es asi como se ha podido determinar tanto el papel de la respuesta inmune
del hospedero como el de los microorganismos en infecciones transmisibles,
permitiendo entender los mecanismos por el cual las bacterias nos pueden causar
enfermedad y como en el hospedero puede modificar el desarrollo de la misma
(Graves y cols., 2008).

Modelos animales de periodontitis

Hay mudltiples modelos animales, cada uno con sus ventajas y desventajas. Los
primates no-humanos tienen estructuras orales y dientes similares a los humanos
pero su costo y los requisitos especiales de crianza limitan su uso. Los cerdos
miniaturas poseen estructuras maxilofaciales y orales similares a los humanos en
términos anatomicos Yy fisioldgicos, sin embargo, son caros, presentan dificultades
de crianza y existen pocas investigaciones que justifiquen su uso. Los perros tienen
limitaciones similares a las mencionadas pero son capaces de desarrollar de forma

natural la periodontitis al igual que los humanos (Oz y Puleo, 2011).

En la literatura podemos encontrar ain mas modelos animales aparte de los ya
descritos pero la gran mayoria de los estudios optan por el modelo en raton al ser
econdmico y poseer molares similares en estructura a los humanos. Si bien los
ratones son naturalmente resistentes a periodontitis y poseen una microbiota
diferente (Oz y Puleo, 2011), no se descarta su uso ya que la periodontitis es una
enfermedad inflamatoria provocada por una disbiosis y por lo tanto, no es
dependiente de un conjunto de bacterias en particular sino por una combinacion

especifica de genes o actividad colectiva de virulencia dentro de una comunidad
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microbiana alterada (Hajishengallis y cols., 2015). Cabe destacar que existen
semejanzas en la inmunopatogenia de la enfermedad periodontal en humanos como
en modelos murinos. Si bien no son iguales, las comunidades disbi6ticas muestran
un pronunciado comportamiento resiliente, la cual puede tener una gran
significancia en el desarrollo y la progresién de la enfermedad (Payne y cols., 2019).
También, al igual que los humanos, la periodontitis esta mediada por los mismos
factores inflamatorios (prostaglandina E2, TNF q, IL (interleuquina)-1B, IL-17, entre
otros) que en los modelos murinos (Hajishengallis y cols., 2015). Otra similitud es
gue poseen células quimiosensoriales solitarias (SCCs) que estan involucradas en
las interacciones entre el hospedero y las bacterias al gatillar la respuesta inmune
innata previniendo el sobrecrecimiento de bacterias orales y regulando la
composicién de la biopelicula oral (Zheng y cols, 2019). Por lo tanto, el modelo es
valido mientras sea usado para probar hipétesis especificas de la patogénesis de la
periodontitis al ser consistentes con los modelos in vitro de células humanas
(Hajishengallis y cols., 2015). Ademas, se posee una cantidad considerable de
informacion sobre el sistema inmune de los roedores y hay ratones transgénicos
con deleciones genéticas especificas para encontrar relaciones causa-efecto,
suponiendo una gran ventaja para utilizar este modelo experimental (Graves y cols.,
2008).

En cuanto a la microbiota de estos animales se ha visto que las comunidades
microbianas después del nacimiento, antes de la erupcion dentaria, difieren
significativamente de las comunidades posteriores a la erupcion dentaria. Son
Staphylococcus sp. (S. fleuretii) los que mas predominan en la etapa pre-eruptiva,
sugiriendo que la principal fuente de bacterias orales proviene de la piel. Durante la
erupcion Streptococcus sp. (S. danieliae) se vuelve mas abundante y es el estadio
donde mas diversidad se ve en la comunidad microbiana. Posterior a la erupciéon
dentaria, se establece la comunidad mas diferente al compararla con la comunidad
pre-eruptiva. Estas son dominadas por Streptococcus sp. (S. danieliae) y

Lactobacillus sp. (L. faecis). Estas comunidades son mas diversas y tienen especies
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mas propias de la cavidad oral (Abusleme y cols, 2020). Ademas, se ha demostrado
gue, al igual que en los humanos, en el modelo murino el microbioma disbiotico es
estable en el tiempo y es capaz de ser transferido horizontal y verticalmente (Payne
y cols., 2019, Abusleme y cols., 2020), ocasionando asi que la comunidad
microbiana impulse la pérdida de hueso alveolar en individuos previamente sanos
(Abusleme y cols., 2020).

Modelos experimentales en ratones para el estudio de la periodontitis

Dentro del mismo modelo animal podemos encontrar diferentes métodos para
inducir periodontitis donde podemos destacar: el modelo de raton de Baker (Baker
y cols., 1994) donde se inoculan bacterias orales para inducir la resorcién de hueso
alveolar; el modelo de induccién quimica utilizando acido trinitrobencenosulfénico y
sodio de sulfato de dextrano para gatillar la inflamacion de los tejidos orales (Oz y
Ebersole, 2010); el modelo de absceso incisivo murino donde se inyecta bacterias

en las encias de los incisivos inferiores, entre otros (Oz y Puleo, 2011).

Uno de los modelos experimentales mas populares en ratones para el estudio de la
patogénesis de la periodontitis es el de la periodontitis inducida por ligadura (PIL)
consistente en la induccion de pérdida 6sea alveolar inflamatoria en ratones a través
de la colocacion de ligadura de seda o algodén alrededor del segundo molar maxilar
facilitando asi la acumulacion de la microbiota que se encuentra naturalmente en la
cavidad oral del ratén, produciendo inflamacion y consecuente pérdida de hueso.
En este protocolo no se requiere de la inoculacion de microorganismos exégenos
para que se produzca una disbiosis, sino que se trabaja con la microbiota del mismo
animal (Abe y Hajishengallis, 2013) los que poseen factores de virulencia distintivos
(de Souzay cols., 2011).

Se ha observado que el modelo de la ligadura provoca una resorcion progresiva de
hueso alveolar en dos fases. En primer lugar, ocurre la fase aguda, entre los 0-14
dias, con una destruccion progresiva de los tejidos periodontales. Posteriormente

ocurre la fase cronica entre los 15-21 dias, caracterizado por el cese de la
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inflamacién periodontal y el cese de la destruccién del tejido (de Molon y cols.,
2018). Este comportamiento se explica porque se genera mas espacio entre la
ligadura y el tejido gingival — al migrar por la resorcion del hueso- recuperandose el

espacio biolégico (de Molon y cols., 2016).

Dentro del mismo modelo se observan en la literatura modificaciones del protocolo
segun las necesidades del experimento. Por ejemplo, algunos intervienen las
comunidades microbianas del ratén, algunas que insertan alguna especie exégena
al ecosistema y finalmente aquellas que trabajan en ratones libres de
microorganismos (Marchesan J. y cols., 2018). Otra diferencia es el tipo de raton a
utilizar y las condiciones en que se encuentran debido a la diversidad de cepas,
proveedores y bioterios, que ejercen una influencia importante en la microbiota y
pudiesen afectar el tipo de disbiosis observada durante periodontitis (Abusleme y
cols., 2020). En este caso solo consideramos aquellos estudios que trabajan con el

modelo de ligadura utilizando las comunidades nativas del raton.

Andlisis bioinforméaticos utilizados para la caracterizacién del microbioma oral

Las técnicas de secuenciacion masiva han revolucionado la investigacion del mundo
microbiano debido a que la mayoria de los microorganismos no han podido ser
cultivados o porque las técnicas de cultivo actuales no son capaces de generar
crecimiento de algunos microorganismos no cultivables (Rappé y Giovannoni,
2003). Una de estas técnicas, la secuenciacion masiva de amplicones del gen 16S
rADN, utiliza los genes que codifican para una subunidad ribosomal. En bacterias y
arqueas esta corresponde a 16S rADN, amplificandose asi la region a eleccion
mediante PCR.

El uso del gen 16S rADN, que codifica para la subunidad pequefa (30S) del
ribosoma procarionte, se fundamenta en que es altamente conservado y universal,
cuya secuencia es de 1500 pares de bases de largo y posee 9 regiones
hipervariables (V1-V9) separados por segmentos conservados, usando estas

regiones para el disefio de los partidores (Baker y cols., 2003). Lamentablemente
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las plataformas de secuenciacion, como lllumina MiSeq, no son capaces de
secuenciar todas las pares de bases de 16S rADN y se debe optar por una o varias
regiones hipervariables para analizar (Fuks y cols., 2018). Se ha demostrado que el
uso de diferentes partidores y regiones afectan los resultados de las investigaciones
de las comunidades microbianas (Abellan-Schneyder y cols., 2021; Klindworth y
cols., 2013; Liu y cols., 2008; Rintala y cols., 2017; Tremblay y cols., 2015), por lo
tanto estos factores deben ser considerados al momento de disefiar el andlisis
bioinformatico de la secuenciacion. En el caso de analisis del microbioma en
humanos se ha demostrado que el analisis de las regiones V1-3 y V3-5 genera una
mejor calidad de datos en términos de diversidad, clasificacion taxonémica de las
secuencias y menos errores (Human Microbiome Project Consortium, 2012), sin
embargo se ha observado que en las comunidades orales el uso de las regiones
V1-3 da resultados con mayor reproductibilidad y mejor definicién taxonémica, en
comparacion a los que utilizan V3-4 y V4-5, siendo consistente con estudios de piel

y tracto gastrointestinal (Teng y cols., 2018).

Se han utilizado diversos tipos de asignacion taxonémica para la caracterizacion de
las comunidades disbiédticas asociadas a la ligadura lo cual puede causar diferencias
importantes en la diversidad y en la identidad taxonémica de los microorganismos
encontrados (Liu y cols., 2008). Esta caracterizacion se basa en el concepto de
Unidades Operacionales Taxondmicas (OTUs) generalmente definidas con un 97%
de similitud en regiones predeterminadas del gen 16S rADN, que es coincidente con
el nivel de especie (Nguyeny cols., 2016) y, bajo estos parametros, utilizan base de
datos como Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), Ribosomal Database

Project (RDP) o Greengenes para determinar su identificacién taxonémica.

Estudio del microbioma periodontal en ratén

Al comparar las investigaciones que utilizan ratones, donde se utiliza PIL y
posteriormente se analiza la ligadura misma, podemos ver la variabilidad de

metodologias utilizadas y los diferentes resultados que obtuvieron.
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Dutzan y cols. (Dutzan y cols., 2018) analiz6 la region hipervariable V4 en grupos
control y PIL (5 dias de ligadura) a través del software mothur, donde las OTUs mas
abundantes encontradas fueron Enterococcus sp., Lactobacillus sp. vy
Pseudomonas sp. (P. aeruginosa). Por otra parte, Johnstone y cols. (Johnstone y
cols., 2021) analizdé el microbioma de forma similar a Dutzan, utilizando la regién
hipervariable V4 en PIL (5 dias de ligadura), sin embargo, sus resultados los
mostraron a nivel de género siendo los mas prevalentes Streptococcus,
Staphylococcus, Lactobacillus y Enterococcus. Ambos trabajos de Kittaka y cols.
(Kittaka y cols., 2019; Kittaka y cols., 2020) utilizaron otro software para el analisis
de laregidén V4 en muestras de PIL dia 5, denominado USEARCH, obteniendo como
resultado que los 6rdenes bacterianos mas prevalentes eran Pasteurellales,
Lactobacillales, Bacteroidales y Bifidobacteriales.  Kitamoto (Kitamoto y cols.,
2020), utiliz6 la regidn hipervariable V4 pero, en vez de analizar PIL se centraron en
otros tiempos experimentales, fundamentalmente al dia 14, obteniendo como
resultados que OTUs predominantes pertenecen a las familias Enterobacteriaceae
y Porphyromonadaceae, y al género Enterococcus sp. Tsukasaki y cols. (Tsukasaki,
2018) utilizando el software CLC Genomics Workbench analizé la region
hipervariable V4 pero en los dias 3-5-7-10-14 luego de la induccién de la
periodontitis mediante la ligadura. Ademas, realiz6 la asignacion taxondmica
mediante la biblioteca de Greengenes, al contrario del resto que uso
mayoritariamente RDP. En este caso las OTUs pertenecientes a las clases
Gammaproteobacteria y Bacilli fueron las predominantes en el dia 14 posterior a la
colocacion de la ligadura. Williams y cols. (Williams y cols., 2020) analiz6 muestras
de PIL al dia 21 a través de la region V4 utilizando para la asignacion taxonomica la
base de datos de Greengenes donde los géneros Enterococcus, Staphylococcus,
Lactobacillus y la especie Bifidobacterium pseudolongum mostraron ser las
predominantes. Hoare y cols. (Hoare y cols., 2021) también analizé PIL a los 5 dias
pero a través de la region hipervariable V1-V2 observandose que las OTUs mas
prevalentes eran Enterococcus sp. (E. faecalis), Pasteurella sp. (Rodentibacter

pneumotropicus), Enterococcus sp., Streptococcus sp. (S. acidominimus). Y, por
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ultimo, tenemos el estudio de Zheng y cols. (Zheng y cols., 2019) que analiz6
muestra de PIL al dia 7 post colocacion de la ligadura, utilizando la region
hipervariable V1-V3 mediante el software USEARCH vy utilizando para la
clasificacion taxondmica la biblioteca de “CORE” oral, obteniendo como resultados
qgue los géneros Pasteurella, Porphyromonas, Streptococcus y Enterococcus son
los mas prevalentes.

Como se puede observar al comparar los resultados de las investigaciones la
diversidad de las comunidades se ve significativamente reducida, pero hay algunas
diferencias en las metodologias y como los datos son presentados que comparar
las comunidades bacterianas se vuelve una tarea sumamente compleja en cuanto

a composicion y analisis de diversidad.

Planteamiento del problema

La periodontitis es una enfermedad cronica inflamatoria asociada a la presencia de
comunidades microbianas disbidticas. Diversos trabajos que investigan la
patogénesis de esta enfermedad utilizan el modelo de periodontitis inducida por
ligadura (PIL) en ratones, y han examinado en profundidad este microbioma
mediante técnicas de secuenciacion masiva, en especifico la amplificacion del gen
16S rADN. Las diferencias en los reportes de los resultados de las publicaciones y
en la metodologia del procesamiento de las secuencias hace que la comparacién
de los datos obtenidos sea un proceso sumamente dificil de realizar. Es por ello que
se requiere de un re-andlisis bioinformatico donde todos los estudios sean pre-
procesados y analizados en conjunto para asi disminuir la cantidad de variables que
podrian afectar los resultados finales y asi se podra realizar una sintesis de los tipos
de disbiosis encontrados, apreciar si existen diferencias importantes entre
laboratorios y para sintetizar qué hemos descubierto del microbioma asociado a
periodontitis con este modelo. Las conclusiones que emanen de este trabajo son

relevantes, ya que nos permiten entender aspectos fundamentales de la

17



etiopatogénesis de las enfermedades periodontales, y en un futuro influir en la

generacion de nuevas alternativas terapéuticas.
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HIPOTESIS

La disbiosis microbiana asociada al modelo de periodontitis inducida por ligadura es

similar en su composicion y estructura entre los estudios a analizar.

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la disbiosis microbiana asociada al modelo de periodontitis inducida

por ligadura es similar en su composicion y estructura entre los estudios a comparar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Obtener y reprocesar los datos bioinformaticos disponibles de estudios que
utilizan el modelo de periodontitis inducida por ligadura en ratones y utilicen

como muestra la ligadura.

2) Analizar para cada estudio la diversidad, estructura y abundancia relativa de

las comunidades microbianas durante PIL y controles.

3) Comparar la diversidad, estructura y abundancia relativa de las comunidades

microbianas entre los distintos estudios incluidos.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: Experimental

Seleccidn y obtencién de datos sometidos al re-analisis

Se seleccionaron los estudios que utilizaron el modelo experimental de la ligadura
en ratones criados bajo condiciones libres de patdgenos especificos y realizaron el
analisis de la comunidad microbiana utilizando como muestra la ligadura a través
de técnicas de secuenciacién masiva. Para esto se realizaron varias busquedas
utilizando los siguientes términos MESH (ligature — microbiome- mice- murine-
dysbiosis- oral- periodontitis), y se busco6 de forma manual en revistas reconocidas

del area de la biomedicina, periodontologia y ecologia microbiana.

Los articulos que cumplieron los siguientes criterios fueron los sometidos a este re-
analisis de datos:

1) Utilizar el modelo de ligadura para induccién de periodontitis. No fueron
admitidas las publicaciones qué, ademas de utilizar el modelo, inoculen algun otro
microorganismo.

2) La muestra microbiana a analizar sea la ligadura. Esto debido a que los
hisopados orales y muestra de tejido gingival circundante al diente difieren en el
perfil del microbioma (Johnstone y cols., 2021). Se sugiere que el hisopado oral para
la evaluacién de la totalidad del microbioma oral, en cambio la muestra de tejido o
ligadura tiene una mayor utilidad para el estudio de periodontitis (Abusleme y cols.,
2017; Abusleme y cols., 2020). Debido a la proximidad de la ligadura a los tejidos
gingivales se deberia obtener un perfil de comunidad microbiana mas representativo
de periodontitis experimental.

3) Han caracterizado las comunidades bacterianas con técnicas de

secuenciacion masiva, basadas en la secuenciacion del gen 16S rADN.
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4) Tuviesen disponibles sus datos bioinformaticos crudos para su re-andlisis.
En caso de no estar publicados se contact6 a respectivo autor correspondiente para
obtenerlos.

5) Las investigaciones contaban con una correcta identificacion de cada
muestra.

6) Que el formato de los datos de la secuenciacion sea de archivos tipo fastq

o fasta.

Los trabajos que cumplieron con los criterios de inclusién fueron nueve; siete de
ellos utilizaron partidores que amplificaban a la region hipervariable V4 del gen 16S
rADN; uno se centré en las regiones hipervariables V1-V2 y el Gltimo en las regiones
hipervariables V1-V3, obteniéndose un total de 91 muestras (Tabla 1). Algunos de
ellos tenian los datos en repositorios de acceso publico (Johnstone y cols., 2021;
Kitamoto y cols., 2020; Zheng y cols., 2019), los restantes se obtuvieron
contactando via e-mail al autor correspondiente solicitando los datos requeridos
(Dutzan y cols., 2018; Hoare y cols., 2021; Kittaka y cols., 2019; Kittaka y cols.,
2020; Tsukasaki y cols., 2018, Williams y cols., 2020).

La obtencién de los datos mediante repositorios de acceso publico fue, en el caso
del estudio de Johnstone (Johnstone y cols., 2021) en European Nucleotide Archive
(ENA Browser (ebi.ac.uk)), colocando el numero de acceso otorgado por los autores
en el buscador correspondiente. Estos se descargaron directamente del sitio en
formato fastq.

En el caso de las publicaciones (Kitamoto y cols., 2020; Zheng y cols., 2019) que
tenian sus datos en National Center for Biotechnology Information (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov) (buscando el niamero de acceso otorgado por los
autores, en el motor de busqueda SRA. A través de las herramientas otorgadas por
el mismo sitio, SRA Toolkit (Download: Software: Sequence Read Archive:
NCBI/NLM/NIH), se bajaron los datos requeridos utilizando la consola del ordenador
con el comando prefetch. Los datos se obtuvieron en formato SRA. Para la

conversion de archivos SRA a fastq se aplico el comando fastg-dump.
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Re-andlisis de los datos publicados que cumplen con los criterios de inclusion

Los datos obtenidos fueron separados en dos grupos segun las regiones
hipervariables del gen 16S rADN que analizaron: V1-V3y V4. Las secuencias fueron
procesadas utilizando el software mothur (www.mothur.org) (Schloss y cols., 2009),
siguiendo un protocolo previamente validado (Kozich y cols., 2013). Las secuencias
fueron filtradas por calidad, ensambladas en contigs (de ser necesario) y filtradas
por tamafio donde se dejaron sélo aquellas con una longitud entre 200 y 520 pares
de bases en ambos grupos. Las secuencias fueron alineadas con la base de datos
de SILVA 16S rADN (132) (Quast y cols., 2013). Las secuencias quiméricas fueron
removidas a traveés de la implementacion de mothur para el algoritmo VSEARCH
(Rognes y cols., 2016). Las secuencias fueron clasificadas usando el clasificador
Ribosomal Database Project (RDP) trainset v.18 (Wang y cols., 2007), como esta
implementado en mothur, con un corte=80, siguiendo con la remocion de todas las
secuencias coincidentes con los cloroplastos, mitocondria, sin identificar, arquea y

eucariota.

Se definieron las unidades operacionales taxonémicas (OTUSs) utilizando un criterio
de similitud del 97% y se clasific6 hasta nivel de género cuando era posible.
Ademads, para mejorar la resolucion taxonémica hasta nivel de especie, en aquellos
casos en que se habia alcanzado la clasificacion a nivel de género, se comparo la
secuencia representativa de las primeras 25 OTUs mas prevalentes en BLAST,
utilizando la base de datos de NCBI 16S rADN. Cuando se alcanzé un nivel mayor
a 97% de similitud y cobertura, la especie bacteriana se report6 en paréntesis como
parte del nombre de cada OTU como se ha descrito previamente (Abusleme y cols.,
2020; Dutzan y cols., 2017). Cuando las secuencias representativas coincidian con
multiples especies, se selecciond la especie oral mas prevalente basado en la

literatura, en caso de contar con esta informacion. La clasificacion a nivel de especie
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fue reportada entre paréntesis debido a que es una aproximaciéon, como se ha

reportado con anterioridad (Abusleme y cols., 2020; Dutzan y cols., 2017).

Andlisis de datos, estadistica y visualizacién

Para andlisis de alfa diversidad, que se refiere a la comparacion de la diversidad
total en la comunidad, vale decir al interior de cada una de las muestras (Lozupone
y Knight, 2008), se utiliz6 el nimero observado de OTUs como un estimador de
riqueza y la versién no paramétrica del indice de Shannon como indicador de
diversidad. Estos fueron calculados en mothur. Las pruebas utilizadas para
encontrar diferencias estadisticamente significativas fueron las de Kruskall-Wallis y
la prueba de comparaciones multiples de Dunn. Para el analisis de beta diversidad,
gue es medida que compara las diferencias entre dos o mas comunidades
(Lozupone y Knight, 2008), se evalud las diferencias globales estructurales de la
comunidad calculando la matriz de distancias a nivel de OTUs basada en “Yue and
Clayton Theta Similarity coeficient” a través de mothur. Esta matriz es visualizada
utilizando “Principal Coordinates Analysis” (PcoA). Analisis de la varianza molecular
(AMOVA) fue utilizado para probar las diferencias entre las estructuras de las
comunidades, como esta implementado en mothur. Para la comparacion de la

abundancia relativa de OTUs, se utiliz6 el método de LefSe (Segata y cols., 2011).

Todos los gréficos fueron generados usando R (version 4.1.2, https://www.r-
project.org) y Rstudio (Build 382, http://www.rstudio.com/). Para la visualizacién de
los datos se utilizaron los paquetes de R ‘ggplot2’, versién 3.3.5 (http://ggplot2.org),
‘reshape’ version 0.8.8 (http://had.co.nz/reshape/), ‘ggh4x’, versién 0.2.1
(https://github.com/teunbrand/ggh4x), ‘RcolorBrewer’ version 1.1-2 (https://CRAN.R-
project.org/package=RcolorBrewer). Para los analisis estadisticos de alfa diversidad
entre los mismos tiempos experimentales, se utilizo la prueba de Kruskal-Wallis y las
comparaciones multiples de Dunn’s. Estos analisis fueron generados usando

GraphPad Prism 9 (San Diego, California).
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RESULTADOS

Seleccién y combinacion del conjunto de datos de los diferentes estudios

Para evaluar los perfiles del microbioma oral asociados a dishiosis en PIL, se
combinaron y re-analizaron los datos de secuenciacion del microbioma asociado a
la ligadura provenientes de 9 estudios, agrupados segun las regiones hipervariables
del gen 16S rADN analizadas. Un total de 91 muestras fueron incluidas. Siete de los
trabajos usaron partidores especificos para la regién hipervariable V4 del gen 16S
rADN (Dutzan y cols., 2018; Johnstone y cols., 2021; Kitamoto y cols., 2020; Kittaka
y cols., 2019; Kittaka y cols., 2020; Tsukasaki y cols., 2018; Williams y cols., 2020),
los cuales fueron combinados para el re-analisis. También, dos de ellos se
enfocaron en las primeras regiones hipervariables del gen 16S rADN, uno en la
regiones hipervariables V1-V2 (Hoare y cols., 2021) y otro en las regiones
hipervariables V1-V3 (Zheng y cols., 2019), ambos fueron combinados y

reprocesados juntos (Tabla 1).

El analisis del microbioma a través de los estudios presentaba importantes
diferencias en el disefio experimental. Se recolectaron las ligaduras a distintos
tiempos experimentales, desde el dia 0 (control) hasta el dia 21, con solo dos
investigaciones que incluyen muestras controles o basales (Tabla 1) (Dutzany cols.,
2018; Kitamoto y cols., 2020). Se debe mencionar que Tsukasaki y cols. (Tsukasaki
y cols., 2018) también recolecté muestras controles, pero los autores refieren que
no fueron capaces de generar librerias de amplicones desde estas muestras,
sugiriendo que las bacterias orales eran muy pocas para ser analizadas mediante

la secuenciacion del gen 16S rADN.

En cuanto a los animales utilizados, todas las investigaciones usaron la cepa
C57BL7/6 de ratdn, de los cuales gran parte fueron obtenidos desde Jackson

Laboratories (7 de 9). Las investigaciones de Williams (Williams y cols., 2020) y
24



Zheng (Zheng y cols., 2019) obtuvieron sus ratones de las instalaciones CLEA
Japan (Tokyo, Japon) y Monell Chemical Senses Center (Filadelfia, Estados
Unidos), respectivamente. Los establecimientos donde los animales fueron alojados
son todos distintos, exceptuando las dos investigaciones cuyo primer autor fue M.
Kittaka (Kittaka y cols., 2019; Kittaka y cols., 2020).

El método de extraccion de ADN también difiere en la mayoria de los estudios, pero
el método maés utilizado fue Dneasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
en 5 investigaciones (Dutzan y cols., 2018; Hoare y cols., 2021; Johnstone y cols.,
2021; Kitamoto y cols., 2020, Williams y cols., 2020) seguido del método Meta-G-
Nome DNA Isolation Kit (Epicentre, Madison, WI, USA) en 2 estudios (Kittaka y cols.,
2019; Kittaka y cols., 2020).

La secuencia de los partidores y el lugar exacto donde se unen dentro del gen 16S
rADN no estaban especificados en 4 investigaciones donde se trabajé con la region
hipervariable V4 (Johnstone y cols., 2021; Kitamoto y cols., 2020; Kittaka y cols.,
2019; Kittaka y cols., 2020) y los otros tres amplificaron la region V4 entre las
posiciones 515F — 806R (Dutzan y cols., 2018; Tsukasaki y cols., 2018; Williams y
cols., 2020). Para los dos trabajos que utilizaron las primeras zonas hipervariables

del gen 16S rADN, si contdbamos con informacion referente a los partidores.

Es importante destacar que todos utilizaron lllumina MiSeq como plataforma de

secuenciacion (Tabla 1).
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Andlisis de alfa diversidad

Al analizar la riqueza de las comunidades bacterianas hemos encontrado que todos
los estudios que analizaron la regidon V4 mostraron una riqueza microbiana similar,
definida como el nimero de OTUs observadas, exceptuando el de Kitamoto y cols.
(Kitamoto y cols., 2020), en donde las comunidades bacterianas mostraron una
riqueza significativamente mayor en estado basal al ser comparados con los
controles de Dutzan y cols. (Dutzan y cols., 2018), y en el dia 3 y 7 posterior a la
colocacién de ligadura cuando se comparé con las muestras del estudio de
Tsukasaki (Tsukasaki y cols. 2018) (Fig. 1).

Interesantemente, en el dia 5 posterior a colocacion de la ligadura, que es la cantidad
de tiempo que mas se uso a través de todos los estudios (5 de 7), las comunidades
microbianas analizadas desde las ligaduras exhibieron una riqueza microbiana

comparable y no se observan diferencias significativas entre las mismas.

En las investigaciones donde se analizé la region hipervariable V1-V3, la riqueza
microbiana fue similar a la descrita en las publicaciones que se basaron en la regién
hipervariable V4. Podemos observar como el de Hoare y cols. (2021) tiene valores
similares a los estudios de V4 que utilizaron el dia cinco como tiempo experimental.
Asimismo, al comparar la investigacion de Zheng y cols. (2019) con los estudios de

V4 que mantuvieron la ligadura durante siete dias, los valores son similares.
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Figura 1: Estimaciones de alfa diversidad para comunidades microbianas
asociadas a PIL segun estudios y tiempos experimentales mediante el
numero de especies bacterianas observadas.

Los datos se analizaron mediante la prueba de Kruskall-Wallis y la prueba de
comparaciones multiples de Dunn para las secuencias de los estudios que usan
la region hipervariable V4 del gen 16S rADN. Estas comparaciones se realizaron
entre tiempos experimentales equivalentes entre estudios. *P<0.5, **P<001.

En términos de diversidad microbiana (Fig. 2), se observan resultados similares a los
encontrados en riqueza microbiana. En aquellos que utilizaron la region hipervariable
V4, la alfa diversidad fue similar entre estudios al compararlos en los mismos tiempos
experimentales, exceptuando las muestras controles entre los estudios de Dutzan y
Kitamoto (Dutzan y cols., 2018; Kitamoto y cols., 2020). Ademas, podemos observar
gue las muestras control de Kitamoto (Kitamoto y cols., 2020) son significativamente
mas diversas que las muestras controles de Dutzan y cols. (Dutzan y cols., 2018)
segun el indice de diversidad de Shannon.
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Figura 2: Estimaciones de diversidad alfa para comunidades microbianas
asociadas a PIL a través de estudios y distintos tiempos experimentales.

A. indice de diversidad no paramétrico de Shannon. Los datos se analizaron
mediante la prueba de Kruskall-Wallis y la prueba de comparaciones
multiples de Dunn para las secuencias de V4. Estas comparaciones se

realizaron entre los mismos tiempos experimentales. *P<0.5.

Es interesante resaltar que, independientemente de la region analizada, al comparar
las muestras con los mismos tiempos experimentales, se observa una diversidad
microbiana similar. Tanto las muestras del dia 5 (Dutzan y cols., 2018; Hoare y cols.,
2021; Johnstone y cols., 2021; Kittaka y cols., 2019; Kittaka y cols., 2020; Tsukasaki
y cols., 2018) y los dias 7 (Kitamoto y cols., 2020; Tsukasaki y cols., 2018; Zheng y
cols., 2019) poseen, valores comparables segun el indice no paramétrico de

Shannon.

Es importante mencionar que se realizaron comparaciones estadisticas directas solo

entre los trabajos que presentaban datos del microbioma en los mismos tiempos
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experimentales, definidos segun la cantidad de tiempo, medida en dias, desde que

se coloco la ligadura hasta su recoleccion.

Andlisis de beta diversidad

Al realizar los analisis de beta diversidad, medida en ecologia microbiana que
compara las diferencias entre dos o0 mas comunidades (Lozupone y Knight, 2008),
hemos encontrado que uno de los determinantes de la estructura microbiana es el
estudio desde donde proceden los datos, agrupandose de acuerdo con éstos, siendo
significativa la separacion de las comunidades segun procedencia de las muestras
tanto en el grupo de V4 (Fig. 3A) como el de V1-V3 (Fig. 3B) (p<0.001). La unica
excepcion serian las muestras de las diferentes publicaciones de Kittaka (Kittaka y
cols., 2019; Kittaka y cols., 2020) donde no se encontraron diferencias significativas
(Tabla 2).

Observamos en la figura 3A como aquellos estudios que poseen una sucesion de
tiempos experimentales (Dutzan y cols., 2018; Kitamoto y cols., 2020; Tsukasaki y
cols., 2018) exhiben elipses de mayor area y se distinguen agrupaciones bien

definidas dentro de la misma nube o “cluster” de comunidades microbianas.
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FIGURA 3. Estimaciones de beta diversidad para comunidades microbianas
de diferentes estudios.

Los gréficos de analisis de coordenadas principales (PCoA) se construyeron en
funcion de la distancia ThetaYC. Los gréficos de PCoA muestran la agrupacion
de comunidades microbianas segun el estudio del que se obtuvieron muestras
para el grupo V4 (A), y para el grupo V1-V3 (B). Las nubes de datos se muestran
con elipses de confianza del 95 %. La separacion de las nubes de datos
analizadas posee una significancia de (P< .001) obtenido mediante el analisis de

varianza molecular (AMOVA).

Tabla 2: Valores p de la figura 3A

. Williams Tsukasaki . . Kitamoto Johnstone
Estudios Kittaka 2020 | Kittaka 2019
2020 2018 2020 2021
Dutzan 2018 0.001* <0.001* <0.001* <0.001* 0.001* <0.001*
Johnstone
2021 <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001*
Kitamoto 2020 <0.001* <0.001* <0.001* <0.001*
Kittaka 2019 <0.001* <0.001* 0.592
Kittaka 2020 <0.001* <0.001*

Tsukasaki 2018

<0.001*
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Al comparar la similitud de la estructura microbiana entre las muestras con el mismo
tiempo experimental en el grupo de V4 (Fig. 4A), se observdé una separacion
significativa de las comunidades microbianas segun la cantidad de dias transcurridos
desde la colocacion de la ligadura (p<0.001), sin embargo, esta diferencia deja de
ser significativa cuando hay dos dias de diferencia entre los grupos de muestras.
Ademas, se puede observar que a partir del dia 7 la estructura microbiana se
mantiene posterior a la induccion de periodontitis al no presentarse diferencias
significativas entre los dias 7, 10 y 14. El grupo de muestras en donde la ligadura se
mantuvo por 21 dias, se agrupa separadamente de las comunidades microbianas
obtenidas en tiempos experimentales mas tempranos, y esta separacion es

significativa (Tabla 3).

Llama la atencién que las muestras control exhiben una estructura microbiana
comun, y hubo un cambio del microbioma significativo en la estructura desde el
estado basal hasta después de la induccion de periodontitis con todos los tiempos
experimentales comparados (Fig. 4A y 4B). Como el dia 5 posterior a la colocacion
de la ligadura fue el punto de tiempo mas evaluado a través de los estudios en la
region V4 (5 del 9 en total), se decidié comparar la estructura microbiana entre todas
las comunidades microbianas obtenidas con este tiempo experimental en

comparacion con los controles (Fig. 4B, Tabla 4).
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FIGURA 4. Estimaciones de beta diversidad para comunidades microbianas
de diferentes estudios y tiempos experimentales.

Los graficos de andlisis de coordenadas principales (PCoA) se construyeron en
funcion de la distancia ThetaYC, una medida de la estructura de la comunidad.
Los graficos de PCoA muestran la agrupacion de comunidades microbianas
segun el dia del que se obtuvieron muestras para el grupo V4 (A) y para una
seleccion de muestras que se obtuvieron para el control y dia 5 en el grupo V4
(B). Las nubes de datos se muestran con elipses de confianza del 95%. La
separacion de las nubes de datos analizadas posee una significancia de (P<
.001) obtenido mediante el analisis de varianza molecular (AMOVA).

Tabla 3: Valores p de lafigura 4.A

Dias 21d 14d 10d 7d 5d 3d
Control <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* <0.001* 0.04
3d <0.001* <0.001* 0.002*
5d <0.001* <0.001* <0.001*
7d <0.001* 0.096 0.576
10d 0.001* 0.051
14d <0.001*
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Tabla 4: Valores p de la figura 4.B

. , Tsukasaki Kittaka Kittaka Kitamoto Johnstone Dutzan
Estudios/Dia
2018_5d 2020 _5d 2019 _5d 2020 C 2021 5d 2018_5d

Dutzan 2018 C 0.031 <0.001* 0.002* 0.012 <0.001* 0.01

Dutzan 2018 5d 0.012 <0.001* <0.001* 0.001* <0.001*
Johnstone 2021 5d 0.005 0.001% <0.001* <0.001*

Kitamoto 2020 _C 0.007 0.001% <0.001*

Kittaka 2019 _5d 0.009 0.667

Kittaka 2020/5d 0.011

Independientemente de que se compararon los mismos tiempos experimentales, se
observa una marcada agrupacion de las comunidades microbianas, de acuerdo al
estudio de origen. Por otro lado, se analizé las diferencias globales de las estructuras
comunitarias en estudios que tenian muestras longitudinales (Dutzan y cols., 2018;
Kitamoto y cols., 2020; Tsukasaki y cols., 2018) y se observd que en las muestras
controles provenientes de Dutzan y Kitamoto (Dutzan y cols., 2018; Kitamoto y cols.,
2020) (Fig. 5A y 5B, respectivamente) y en las muestras de los dias 3 y 5 de
Tsukasaki (Tsukasaki y cols., 2018) (Fig. 5C), las comunidades microbianas se
agruparon juntas, exhibiendo una estructura microbiana similar y se produce un
cambio microbiano estructural desde estas condiciones “basales” hasta la induccion

de periodontitis.
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FIGURA 5. Estimaciones de beta
diversidad para comunidades
microbianas de los estudios con
muestras longitudinales.

Los graficos de analisis de coordenadas
principales (PCoA) se construyeron en
funcion de la distancia ThetaYC, una
medida de estructura de la comunidad.
Los graficos de PCoA muestran la
agrupacion de comunidades microbianas
segun el dia del que se obtuvieron
muestras para los estudios de Dutzan y
cols.(A), Kitamoto y cols.(B) y Tsukasaki
y cols.(C). Andlisis estadistico realizado
mediante andlisis de varianza molecular
(AMOVA).
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Abundancia relativa de los diferentes estudios incluidos en nuestro analisis

Por ultimo, se analiz6 la abundancia relativa de los taxones mas dominantes
presentes en cada investigacion, y se observaron diferencias marcadas en los
perfiles microbianos segun de donde provenian las muestras (Fig. 6 y 7). Los perfiles
de los estudios que obtuvieron sus muestras en distintos puntos a través del tiempo
(Dutzan y cols., 2018; Kitamoto y cols., 2020; Tsukasaki y cols., 2018) muestran un
claro cambio microbiano en la abundancia relativa de los taxones bacterianos a
medida que los dias de la induccién de periodontitis progresaban y se establecia la

disbiosis.

A pesar de las diferencias mencionadas previamente entre las investigaciones, se
observa que ciertos géneros, como Streptococcus y Enterococcus, son compartidos
y se presentan de forma abundante en todas las comunidades bacterianas de PIL.
Por ejemplo, la OTU identificada como Streptococcus sp. (S. danieliae) muestra una
mayor proporcion en los controles de Dutzan y cols. (Dutzan y cols.,2018), Kitamoto
y cols. (Kitamoto y cols., 2020) y el tercer dia de Tsukasaki y cols. (Tsukasaki y cols.,
2018), observandose una disminucién a medida que pasan los dias y la disbiosis
evoluciona (Fig. 6).

Una OTU perteneciente al género Enterococcus sp. (E. faecalis) muestra una mayor
proporcion en el estudio de Williams y cols. (Williams y cols., 2020) 21 dias posterior
a la colocacién de la ligadura y en la investigacion de Dutzan y cols. (Dutzan y col.,
2018) cinco dias después de la ligadura, en este ultimo se observdé un aumento

significativo entre los grupos basales y los del quinto dia.
Otro taxon compartido entre los diferentes estudios fue la OTU identificada como

Ligalactobacillus sp. (L. murinus), la cual estaba presente en todas las muestras

exceptuando a las de Williams y cols. (Williams y cols., 2020).
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FIGURA 6. Resumen de las OTUs bacterianas mas abundantes en el
microbioma de los estudios del grupo V4.

Grafico de abundancia relativa que muestra las principales OTUs en las
comunidades segun la mayor resolucion taxondémica alcanzada y reportando el
nivel de especie cuando es posible, de los estudios y tiempos experimentales
para la region V4. La taxonomia a nivel de especie se informa entre paréntesis
cuando se logré una similitud >97 % utilizando BLAST. Cada barra representa

una muestra.
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FIGURA 7. Resumen de las OTUs bacterianos mas abundantes en estudios
de microbioma para el grupo V1-V3.

Abundancia relativa promedio de las lecturas de V1-V3 (x100)

Gréfico de abundancia relativa que muestra las principales OTUs en las
comunidades segun la mayor resolucién taxondmica alcanzada y reportando el
nivel de especie cuando es posible, en diferentes estudios para la region V1-V3.
La taxonomia a nivel de especie se informa entre paréntesis cuando se logré una
similitud >97 %. Cada barra representa 1 muestra.

Se puede observar otra OTU identificada como Streptococcus sp. (S. acidominimus)
se encontrd principalmente en el estudio de Tsukasaki y cols. (Tsukasaki y cols.,
2018), aumentando su abundancia relativa a partir del dia 7 hasta el dia 14 posterior
a la colocacion de la ligadura, predominando en todos los tiempos experimentales
posteriores. Ademas, esta OTU identificada como Streptococcus sp. (S.
acidominimus), también fue detectada en ambas investigaciones de Kittaka (Kittaka
y cols., 2019; Kittaka y cols., 2020), siendo el segundo mas abundante miembro de
las comunidades microbianas en dichos articulos. También fue detectado en las
investigaciones de V1-V3 de Hoare y cols. (Hoare y cols., 2021) y Zheng y cols.
(Zheng y cols., 2019) (Fig. 7), aunque con una abundancia mucho menor. Al

comparar estos ultimos dos que analizaron la regiébn V1-V3 se observa que
38



Rodentibacter sp. (R. pneumotropicus) y Enterococcus sp. (E. faecalis) fueron los

miembros comunitarios que se presentaron con mas abundancia en ambos.

El dltimo miembro comunitario mas comun entre estudios fue una OTU identificada
como Rodentibacter sp. (Rodentibacter ratii/heylii), encontrdndose en ambos
trabajos de Kittaka y cols. (Kittaka y cols., 2019; Kittaka y cols., 2020) y el de Zheng
y cols. (Zheng y cols., 2019) (Fig. 6y 7).

Por otra parte, pudimos observar como en las investigaciones con muestras
longitudinales habia OTUs con diferencias significativas en su abundancia relativa,
de acuerdo al tiempo experimental. En el caso del trabajo de Dutzan y cols. (2018)
(Fig. 8) en las muestras controles observamos que hay una predominancia de OTUS
pertenecientes a las familias Muribaculaceae y Lachnospiraceae, ademas debemos
destacar que las primeras 3 OTUs que estan sobre-representadas en este tiempo
experimental son identificadas como Streptococcus sp. (S. danieliae), Uncl.
Verrucomicrobiaceae, y Flavobacterium sp., mientras que las OTUs al dia 5 posterior
ala colocacién de la ligadura tienen una mayor representacion de otras OTUs, siendo
Enterococcus sp. (E. faecalis), Pseudomonas sp. (P. aeruginosa) y uUncl.
Erysipelotrichales las mas sobre-representadas de manera significativa en este

grupo experimental.
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Al analizar el trabajo de Kitamoto y cols. (2020) (Fig. 9) hay una predominancia de
OTUS correspondientes a la familia Lachnospiraceae principalmente, pero también
podemos encontrar la misma OTU (Otu00051) de la familia Muribaculaceae en el

grupo control. Observamos que las tres OTUs que mas se representan de forma

diferencial en el grupo control son Streptococcus sp. (S. danieliae) y dos OTUs de
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Uncl. Bacteroidales. Asimismo, en las muestras de dia 14 posterior a la colocacion

de la

ligadura encontramos que tenemos una predominancia de OTUs

pertenecientes al orden Enterobacterales y las OTUs correspondientes a Uncl.
Enterobacterales, Enterococcus sp. (E. faecalis) y Faecalibaculum sp. (F. rodentium)

son las mas diferencialmente representadas en el grupo.
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FIGURA 9. OTUs
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En el caso del estudio de Tsukasaki y cols. (2018) (Fig. 10) se decidi6 utilizar las

muestras del dia 3 y 5 como controles ya que sus muestras basales no fueron

amplificadas. Observamos que en las muestras controles nuevamente aparecen

OTUs de la familia Muribaculaceae. Ademas, el orden Lactobacillales aparece sobre-

representado en este conjunto de muestras. Las tres OTUs mas prevalente en este

grupo de muestras definidas como salud periodontal debido a los resultados de los

andlisis de PcoA, son Streptococcus sp. (S. danieliae), Ligilactobacillus sp. (L.

murinus) y Escherichia sp. (E. coli). Mientras que en el caso de las muestras del dia

10 encontramos una mayor variacion en ordenes y familias, siendo Streptococcus

sp. (S. acidominimus), Uncl. Sutterellaceae y Faecalibaculum sp. (F. rodentium) son

las

mas diferencialmente representativas

en el grupo.
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FIGURA 10. OTUs
diferencialmente
representadas en

PIL 'y muestras
controles

provenientes  del
estudio de
Tsukasaki y cols.
(2018). EI grafico

muestra los taxones
diferencialmente
representados segun
los analisis de LEfSe
donde se comparan
las muestras
controles y las del
dia 5 posterior a PIL.
La clasificacion es a
nivel de
OTUl/especie. Las
barras representan el
puntaje del analisis
discriminante lineal
(LDA).
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Finalmente, intentamos sintetizar e identificar cudles OTUs estaban asociadas a
salud periodontal y a periodontitis inducida a ligadura en ratones. Para ello se definid
gue las OTUs debian tener un valor en el andlisis discriminante lineal mayor a 3 y
haber sido detectada en al menos dos de los tres estudios analizados (Dutzan y cols.,
2018; Kitamoto y cols., 2020; Tsukasaki y cols., 2018) para asegurarse de que
hubiese una fuerte asociacion a la condicion periodontal correspondiente. Se
observo que las OTUs identificadas como Streptococcus sp. (S. danieliae) y una OTU
perteneciente a la familia Muribaculaceae, definian salud periodontal, mientras que
las OTUs Faecalibaculum sp. (F. rodentium), Enterococcus sp. (E. faecalis),
Bifidobacterium sp. (B. pseudolongum) y Adlercreutzia sp. fueron las mas

representadas y abundantes durante PIL (Fig. 11).

Salud Periodontal Periodontitis Inducida por Ligadura

N\

[ Disbiosis

Microbiana )
.

/

Faecalibaculum sp. (F. rodentium)

Streptococcus sp. (S. danieliae) Enter_o_coccus sp- (E. faecalis)
Uncl. Muribaculaceae Bifidobacterium sp. (B.
pseudolongum)

Adlercreutzia sp.

FIGURA 11. Resumen de las OTUs diferencialmente representadas en salud
periodontal y durante periodontitis inducida por ligadura (PIL).

La figura muestras las OTUs que estaban sobre representadas tanto en salud
periodontal y en PIL entre los tres estudios con muestras longitudinales. Las
OTUs mostradas fueron seleccionadas segun los valores obtenidos mediante el
andlisis discriminante lineal (LDA) (mayores a 3) y que fueron detectados en al
menos dos de los tres estudios incluidos en esta comparacion.
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DISCUSION

El objetivo de este estudio fue realizar una comparacion de los diferentes articulos
gue utilizaran el modelo de PIL en ratones, respecto a la compaosicion y estructura
de las diferentes comunidades bacterianas. En un intento por homogenizar y unificar
los analisis de los microbiomas disponibles hasta la fecha durante PIL, combinamos
y analizamos los datos de secuenciacion de los 9 estudios que analizaban los
microbiomas asociados a PIL (Dutzan y cols., 2018; Hoare y cols., 2021; Johnstone
y cols., 2021; Kitamoto y cols., 2020; Kittaka y cols., 2019; Kittaka y cols., 2020;
Tsukasaki y cols., 2018; Williams y cols., 2020; Zheng y cols., 2019). Se observo
gue la disbiosis microbiana subyacente al modelo PIL presenta indices de riqueza
y diversidad comparables, pero la estructura microbiana y abundancia relativa de
taxones bacterianos difiere segun la induccién de periodontitis y estudio de

procedencia.

La aparicion de las técnicas de secuenciacion masiva de Ultima generacion para la
caracterizacion del microbioma y el uso generalizado de modelos animales para
estudiar la patogenia de la periodontitis nos ha permitido ampliar considerablemente
nuestra comprension del papel de las comunidades microbianas como
desencadenantes de la resorcion 6sea alveolar. Entre las estrategias que se han
utilizado para inducir la periodontitis en ratones, el método PIL se ha convertido en
un modelo murino ampliamente adoptado al ser capaz de inducir la resorciéon de
hueso alveolar en unos pocos dias, en los que un cambio en el microbioma
constituye un importante impulsor de este proceso (Abe y Hajishengallis, 2013;
Dutzan y cols., 2018; Kitamoto y cols., 2020; Tsukasaki y cols., 2018). Por lo tanto,
este modelo se caracteriza por el establecimiento de la disbiosis microbiana sin
manipulacioén adicional, lo que proporciona un entorno experimental relevante para
el estudio de estas comunidades en el contexto de nuestra comprension actual de
la disbiosis oral polimicrobiana asociada con la patogénesis de la periodontitis

(Hajishengallis y Lamont, 2021). Por lo tanto, en este estudio, el objetivo fue
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sintetizar y volver a reanalizar los taxones que caracterizan a PIL en los diferentes
trabajos disponibles, ya que las diferencias en el procesamiento complicaban la
comparacion de los datos y, en consecuencia, obtener conclusiones. No obstante,
se reconoce gue las diferencias experimentales entre los estudios son una limitacion

importante al comparar los datos, y, por lo tanto, de este re-analisis.

Diferencias experimentales y metodolégicas de los estudios influencian las

comunidades microbianas

Todas las investigaciones incluidas en este re-andlisis presentaron alguna
diferencia en su metodologia. Por ejemplo, para la extraccién de ADN, sélo 5 de los
9 estudios emplearon el mismo protocolo, que es un factor conocido que podria
influir en los perfiles microbianos orales, alfa y beta diversidad (Abusleme y cols.,
2014; Teng y cols., 2018). Por otro lado, todos los animales pertenecian al mismo
linaje isogénico (C57BL/6), pero algunos de ellos se obtuvieron de diferentes
proveedores (Williams y cols., 2020; Zheng y cols., 2019). Se ha demostrado
previamente que los ratones de diferentes proveedores exhiben distintas
comunidades microbianas orales, intestinales y fecales (Abusleme y cols., 2020;
Dutzan y cols., 2017; lvanov y cols., 2009; Raush y cols., 2016) sefialando como
posibles causas factores extrinsecos del ambiente como la descamacion de la piel
de los animales, cuidadores y cientificos que estan o manejan el ambiente donde
se crian los ratones, el pH del agua, el tratamiento de la comida que se es otorga y
las condiciones de crianza (Long y cols., 2021; Raush y cols., 2016). Estas variables
podrian definir las comunidades tempranas del microbioma oral influenciando,
finalmente, la diferencia de los microbiomas al momento de la ejecucion del
experimento (Abusleme y cols., 2020). Ademas, las instalaciones donde se
mantienen los animales también son un factor importante que influye en la
composicion del perfil del microbioma en ratones, como se demostro recientemente
en las comunidades microbianas intestinales, que experimentan cambios

microbianos mientras se aclimatan a un nuevo bioterio, independiente del proveedor
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de origen; sin embargo, existe una fraccion importante de OTUs compartidas que

aun se retiene (Long y cols., 2021).

Los hallazgos de nuestro estudio demuestran que existe una riqueza y diversidad
similar en todos los trabajos analizados, ya que observamos que el quinto dia
después de la colocacion de la ligadura todas las publicaciones que evaluaron las
comunidades microbianas en ese momento exhibieron riqueza y diversidad de
microbiomas comparables (Dutzan y cols., 2018; Kitamoto y cols., 2020; Kittaka y
cols., 2019; Kittaka y cols., 2020; Tsukasaki y cols., 2018). La Unica excepcion fue
el de Kitamoto y cols. (Kitamoto y cols., 2020), que mostré6 una mayor riqueza y
diversidad. Esto podria deberse a las diferencias experimentales y/o metodologias
inherentes en ese estudio en particular (Kitamoto y cols., 2020), ya que podemos
afirmar que estas diferencias no estaban relacionadas con una mayor profundidad
de secuenciacion porque las librerias de amplicones se normalizaron con el
recuento exacto de secuencias para obtener las estimaciones de alfa diversidad de
todas las investigaciones. Si comparamos el estudio de Kitamoto (Kitamoto y cols.,
2020) con el trabajo con el cual menos variables tiene (Johnstone y cols., 2021)
podemos observar que en el de Kitamoto (Kitamoto y cols., 2020) utiliza ratones de
8 a 12 semanas de edad sin especificar un manejo previo de ellos. En cambio, el
estudio de Johnstone (Johnstone y cols., 2021) se ocupa de equilibrar las
microbiotas orales y criar los ratones desde el destete de ellos a las 2-4 semanas,
siendo el experimento a las 10 semanas de edad. Es probable que el
establecimiento de las comunidades tempranas de los ratones haya afectado el
perfil microbiano obtenido (Abusleme y cols., 2020). Por ultimo, es muy probable
gue haya otras variables presentes no especificadas en la metodologia que
justifiquen esta diferencia. En el futuro seria de utilidad especificar en qué momento
se adquirieron los ratones, pH del agua, ciclo de suefio, entre otros factores
identificados en la literatura como posibles moduladores de la microbiota oral
(Abusleme y cols., 2020; Long y cols., 2021; Raush y cols., 2016).
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La estructura y composicién de las comunidades bacterianas es definida por la

induccién de periodontitis vy el estudio de procedencia

Encontramos que la estructura de la comunidad, independientemente de la region
del gen 16S rADN analizada, esta definida en gran medida por la induccion de
periodontitis y el estudio del que se originaron las muestras. Estos hallazgos
plantean un aspecto interesante con respecto a la capacidad conservada del modelo
PIL para desencadenar cambios en la estructura microbiana periodontal a través de
los distintos estudios, un aspecto que podriamos inferir de la literatura pero que,
debido a las diferencias importantes en los analisis bioinformaticos, era dificil de
determinar y visualizar previo a nuestro estudio. En otras investigaciones en donde
volvieron a analizar los conjuntos de datos del microbioma intestinal murino también
describieron alteraciones consistentes de la estructura microbiana en un modelo de
ratones bien descrito donde el entorno induce obesidad y alteraciones metabdlicas
(conocido como modelo de la “Dieta alta en grasas”) (Bisanz y cols., 2019) y durante
el envejecimiento (You y cols., 2022). Estos meta-andlisis y re-analisis
bioinformaticos también han demostrado que cada trabajo tiene una marcada
influencia en la estructura microbiana, pero esto no parece afectar la
reproducibilidad de las alteraciones microbianas observadas con el modelo

experimental o variable de interés.

La abundancia y estructura comunitaria va cambiando a medida que se establece

la periodontitis experimental

Observamos un cambio microbiano claro en la abundancia relativa de taxones
bacterianos a medida que avanzaban los dias en los estudios que incluyeron
muestreo longitudinal (Dutzan y cols., 2018; Kitamoto y cols., 2020; Tsukasaki y
cols., 2018). La caracterizacion de las comunidades microbianas que se acumulan
en la ligadura muestra que estas comunidades experimentan grandes cambios en

la estructura y composicion, lo que lleva a la disbiosis microbiana. Este proceso de
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acumulacion y aumento de la biomasa bacteriana, junto con cambios marcados en
la dinamica de la comunidad parecen recapitular la transicion microbiana que ocurre
en los humanos de salud periodontal a enfermedad, aunque a un ritmo mucho mas
rapido y con diferentes taxones dominantes (Abusleme y cols., 2021; Hajishengallis
y Lamont, 2021). De hecho, nuestros analisis revelaron perfiles marcadamente
diferentes de las comunidades microbianas disbidticas en todos los trabajos.
Reconocemos que los aspectos experimentales inherentes a cada investigacion y
la variaciéon de muestras entre individuos pueden explicar en parte estos taxones
microbianos diferentes. Sin embargo, también se pueden reconocer diferentes tipos
de comunidades subgingivales durante la periodontitis (Beyer y cols., 2018; Hong y
cols., 2015), por lo que esta variacion del microbioma asociada con PIL también

puede reflejar esa heterogeneidad.

OTUs transversalmente conservadas durante salud y periodontitis experimental en

raton

A pesar de la variacién de la comunidad entre los estudios, observamos especies
bacterianas que se conservan en las comunidades microbianas asociadas a la
ligadura al inicio y en la induccion de la periodontitis. Una OTU identificada como
Streptococcus sp (S. danieliae) domina las comunidades periodontales durante la
salud y también se detect6 consistentemente a partir de las muestras de microbioma
después de 5 0 mas dias con ligadura. Este hallazgo indica que Streptococcus sp.
(S. danieliae) bien puede ser una especie bacteriana central o “core” de las
comunidades orales murinas, como se ha descrito consistentemente en otras
publicaciones (Abusleme y cols., 2020; Benga y cols., 2014; Hernandez-Arriaga y
cols., 2019; Josephy cols., 2021). Con respecto a las especies bacterianas que eran
abundantes y predominantes en la comunidad asociada a PIL, una OTU afiliada a
Enterococcus sp. (E. faecalis) fue el mas abundante en todos los trabajos, seguido
de una OTU identificada como Ligalactobacillus sp. (L. murinus). Enterococcus sp.
(E. faecalis) parece prosperar en diferentes entornos de desregulacién inmunitaria

oral en ratones ademas de la periodontitis inducida por ligadura, como un modelo
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de candidiasis durante la inmunosupresion por corticoides (Bertolini y cols., 2021).
Ligalactobacillus sp. (L. murinus), como en el caso de Streptococcus sp. (S.
danieliae), se ha detectado ampliamente en articulos que evalian el microbioma
asociado con la mucosa y la periodontitis en ratones (Abusleme y cols., 2020;
Dutzan y cols., 2017; Payne y cols., 2019). Otros taxones bacterianos
frecuentemente asociados a PIL en las investigaciones fueron las OTUs
identificadas como Streptococcus sp. (S. acidominimus) y Rodentibacter sp. (R.
ratti/heylii), microorganismos que han sido descritos como comensales en
superficies mucosas (Benga y cols., 2018). Por ultimo, una OTU identificada como
Proteus sp. (P.mirabilis) también fue abundante y prevalente en el conjunto de datos
reanalizados de muestras en PIL. Interesantemente, se ha informado que otros
miembros de la familia Enterobacteriaceae (Klebsiella sp.) dominan las
comunidades asociadas con la periodontitis experimental durante PIL, promoviendo
la colitis e impulsando la diferenciacion de células Th1l7 especificas en la mucosa

oral que pueden migrar al intestino (Kitamoto y cols., 2020).

La periodontitis no esta definida por miembros comunitarios bacterianos especificos

Debemos destacar que todos los estudios logran inducir la periodontitis en los
ratones y podemos encontrar ciertos taxones microbianos que se repiten entre los
diferentes trabajos sugiriendo que cumplen un papel clave en la conformacion de
las comunidades tanto en salud como en periodontitis experimental, pero que
pueden ser reemplazados por otros miembros comunitarios ya que estos no estan
presentes en todos los perfiles microbianos analizados. Esto nos permite dilucidar
que pueden existir distintos perfiles de disbiosis microbiana y que méas que una
especie particular sea clave para salud y enfermedad periodontal, sean ciertos
mecanismos de patogenicidad comunes y la interaccion de éstos con el hospedero
los esenciales para iniciar periodontitis. Esta heterogeneidad también se ha
documentado en humanos previamente (Beyer y cols., 2018; Hong y cols., 2015;

Sahrmann y cols., 2020), reforzando esta idea de que la etiopatogenia de la
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periodontitis no es atribuible a ciertos microorganismos especificos, es mas, se ha
visto que las especies asociadas a periodontitis son parte de la microbiota nativa en
salud periodontal, enriqueciéndose cuando el ambiente cambia a uno de inflamacién
(Abusleme y cols., 2021). Este cambio de perspectiva permitiria el desarrollo de
nuevas terapias preventivas o de tratamiento para el control de la periodontitis
donde el objetivo terapéutico sean bloquear factores de virulencia para evitar la
respuesta por parte del hospedero o la intervencion directa de las comunidades

bacterianas.

Proyecciones futuras

Podemos observar como en PIL tenemos una dominancia de bacterias anaerobias
facultativas y anaerobias estrictas como Faecalibaculum sp. (F. rodentium),
Enterococcus sp. (E. faecalis) y Bifidobacterium sp. (B. pseudolongum), las cuales
también se encuentran en el microbioma intestinal de ratones (Barnes y cols., 2017;
Changy cols., 2015; Mongodin y cols., 2017; Zagato y cols., 2020). La presencia de
dichos taxones se explica por el habito coprofagico de estos animales. Sin embargo,
independiente de esta diferencia de comportamiento con respecto a los humanos,
podemos ver como los microbiomas orales son similares en cuanto a las

caracteristicas estructurales de la comunidad.

Ademas, se observo que la OTUO0017 en los estudios que analizaron la region V1-
3 correspondia a Porphyromonas sp. (P. gingivalis) y, la OTUOO0O05 al realizar la
asignacion taxonomica mediante la base de datos Mouse Oral Microbiome también
fue identificada como la misma especie (Arce y cols., 2022). Este patdgeno es
conocido al ser asociado al desarrollo de la periodontitis en humanos (Abusleme y
cols., 2021). Conjuntamente, si bien no se encontr6 la presencia de Aggregatibacter
Actinomycetemcomitans, otra bacteria conocida por su presencia en periodontitis
en humanos (Gholizadeh y cols., 2017), tenemos la alta presencia de miembros de
la misma familia Pasteurellaceae en ratones con PIL que podrian estar cumpliendo

un rol similar.
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Seria interesante, en un futuro, poder identificar que miembros de la comunidad
bacteriana en ratones cumplen la funcion de estas especies altamente prevalentes
en periodontitis humana para finalmente desarrollar alternativas terapéuticas

trabajando con estos miembros comunitarios.

En conjunto, este trabajo ofrece una descripcion general unificada de los cambios
microbianos asociados a la periodontitis experimental (modelo PIL) lo que facilita el
andlisis de las comunidades disbiéticas asociadas con periodontitis, proporcionando
nuevos conocimientos para contribuir a la expansion de los conocimientos de las
interacciones hospedero-microbioma en los tejidos periodontales y asi poder

generar nuevos enfoques terapéuticos.
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CONCLUSIONES

En conclusidn, tanto en la rigueza de las OTUs y la diversidad de las comunidades
fueron similares entre los articulos comparados independiente de las diferencias
inherentes de cada uno. Sin embargo, la beta diversidad difiere significativamente
segun el trabajo de origen y los tiempos experimentales empleados.

En el caso de la abundancia relativa se concluye que, al igual que la beta diversidad,
es dependiente del origen del estudio y los tiempos experimentales al encontrar
diferentes perfiles de disbiosis bacteriana. En aquellas publicaciones con un disefio
experimental longitudinal (Dutzan y cols., 2018; Kitamoto y cols., 2020; Tsukasaki y
cols., 2018) podemos ver una clara sucesion microbiana y el establecimiento de
comunidades disbiéticas, asociadas a la induccion de periodontitis experimental.
Ademas, identificamos OTUs asociadas a las diferentes condiciones periodontales
en ratones donde Streptoccocus sp. (S. danieliae) domina las comunidades
periodontales en salud y en periodontitis inducida por ligadura encontramos que
Enteroccocus sp. (E. faecalis) fue la OTU mas abundante en los estudios

longitudinales, entre otras OTUs.

Este estudio refuerza la idea que variables relacionadas a la crianza y manejo de
los ratones tienen una fuerte influencia sobre las comunidades microbianas ya que
los Unicos grupos que fueron similares en todo aspecto son los que corresponden a
Kittaka y cols. (2019, 2020). Ademas, debemos agregar que las diferencias
metodologicas de la técnica de secuenciacion usada, donde la eleccion de la region
hipervariable a analizar, partidores y el método de extraccion de ADN también
pueden causar resultados distintos. A pesar de eso, somos capaces de visualizar
determinantes microbianos comunes en los trabajos que podria tener un papel
importante en cdmo se gesta la disbiosis y, quizas, una participacion mas directa en
la estimulacion de los mecanismos inflamatorios periodontales y consecuentemente

en la resorcion 6sea.
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Periodontitis is a chronic inflammatory disease associated with the presence of dys-
biotic microbial communities. Several studies interrogating periodontitis pathogenesis
have utilized the murine ligature-induced periodontitis (LIP) model and have further
examined the ligature-associated microbiome relying on 16S rRNA-based sequencing
techniques. However, it is often very challenging to compare microbial profiles across
studies due to important differences in bioinformatic processing and databases used
for taxonomic assignment. Thus, our study aim was to reanalyze microbiome sequenc-
ing datasets from studies utilizing the LIP model through a standardized bioinformatic
analysis pipeline, generating a comprehensive overview of microbial dysbiosis during
experimental periodontitis We conducted a reanalysis of 165 rDNA gene sequenc-
ing datasets from nine published studies utilizing the LIP model. Reads were grouped
according to the hypervariable region of the 165 rDNA gene amplified (V1-V3 and
V4), preprocessed, binned into operational taxonomic units and classified utilizing rele-
vant databases. Alpha- and beta-diversity analyses were conducted, along with relative
abundance profiling of microbial communities.

Our findings revealed similar microbial richness and diversity across studies and deter-
mined shifts in microbial community structure determined by periodontitis induction
and study of origin. Clear variations in the relative abundance of bacterial taxa were
observed starting on day 5 after ligation and onward, consistent with a distinct micro-
bial composition during health and experimental periodontitis. We also uncovered
differentially represented bacterial taxa across studies, dominating periodontal health
and LIP-associated communities.

Collectively, this reanalysis provides a unified overview of microbial dysbiosis during
the LIP model, providing new insights that aim to inform further studies dedicated to

unraveling oral host-microbial interactions.
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