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Background and Objectives

The human oral cavity is a complex ecological environment where
microorganisms, bathed in a liquid medium (saliva), have access to both hard and
soft tissue and artificial surfaces to develop biofilms. Bacteria adhered to tooth
surfaces as a biofilm are denominated dental plaque. The development and
maturation of dental plaque as a biofilm has profound implications in the aetiology
and progression of the most prevalent infections affecting humans, namely, dental

caries and periodontal diseases.

The composition of dental plaque has been studied using different bacterial
identification methods, identifying hundred of microorganisms. However, there is a
lack of adequate knowledge of its structure, community dynamics and ecological
determinants. This is probably due to the inherent heterogeneity and structural
complexity of these biofilms and to the difficulties of studying in vivo dental plaque
in health and disease. Moreover, owing to the well described implications of these
biofilms in the aetiology of different oral diseases, it is important to optimize
methodologies to assess and quantify these microbial communities, as well as to
study the impact of different preventive and therapeutic antiplaque strategies, both

mechanical and pharmacological, on these bacterial communities.

The purpose of this study was, first, to develop and validate an in vitro biofilm
model, aiming to simulate the composition of the subgingival microbiota,
comprising initial (Streptococcus oralis and Actinomyces naeslundii), early
(Veillonella parvula), secondary (Fusobacterium nucleatum) and late colonizers
(Porphyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans). Also, we
attempted to study its structure and dynamics using both morphological (confocal
laser scanning microscopy; CLSM) and molecular approaches (terminal restriction
fragment length polymorphism; T-RFLP). In second place, the experimental
subgingival biofilm model was used to evaluate the efficacy of two techniques for
rapid quantitative evaluation of viable oral bacteria in biofilms samples, in order to
test the bactericidal efficacy of antiseptic agents: ATP bioluminescence method and
the quantitative real-time PCR (qPCR) in conjunction with propidium monoazide

(PMA).



Results, Discussion and Conclusions

In this investigation, an in vitro biofilm model has been developed and validated,
using defined multibacterial species from the subgingival plaque. The combined use
of CLSM and T-RFLP of genes encoding 16S rRNA demonstrated the usefulness of
these techniques for studying the spatial distribution and dynamics of specific
members of the bacterial communities in a biofilm model. The experimental model,
reproducible and technically simple to prepare, maintain and analyse, demonstrated
to be very suitable for studying the development, structure and dynamics of the
subgingival biofilm, as well as for undertaking comparative studies to test different
antimicrobial approaches. For this purpose, the use of the ATP bioluminescence
method for rapid quantitative evaluation of viable total oral bacteria in biofilm
samples after exposure to the antimicrobial agents was validated. The obtained
results have shown that the ATP bioluminescence method was capable of
quantifying bacterial vitality, when applied to a validated in vitro biofilm model. In
fact the relative antimicrobial effect of three tested antimicrobial compounds was
demonstrated with this method when compared with a negative control, and these
results were similar when compared to standard culturing techniques. Also, the
efficacy and applicability of the PMA-based live-dead method, when combined with
gPCR, was demonstrated, for assessing the bacterial viability within the biofilm and
thus discriminating the DNA counts from viable versus dead cells once the biofilm
has been exposed to an antimicrobial agent. This method was targeted, not only to
evaluate the antibacterial impact on the total amount of bacteria, but also to specific
bacterial pathogens, such as to bacteria strongly associated with periodontitis (P.
gingivalis and A. actinomycetemcomitans), or to moderately associated pathogens
such as F. nucleatum, which may play an important role in biofilm development, by

building the scaffold between the early colonizers and the true oral pathogens.
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Introduccion

1. LA BIOPELICULA BACTERIANA

Las bacterias estan ampliamente distribuidas en la naturaleza, pudiendo
presentar dos fenotipos de crecimiento: células individuales de libre flotacion
(plancténicas) o células agregadas en colonias de microorganismos sésiles. Este
ultimo se conoce comunmente como el modo de crecimiento en biopelicula o
“biofilm” (Donlan, 2002; Lasa y col., 2005). La capacidad de formar biopelicula no
parece restringirse a ningin grupo especifico de bacterias y, en la actualidad, se
considera que, bajo condiciones ambientales adecuadas, la inmensa mayoria de
estas, independiente de la especie, puede habitar en biopeliculas; se estima que
aproximadamente el 99% de las células bacterianas estan en la naturaleza en
forma de biopelicula, y tan sélo el 1% viven en estado plancténico (Costerton y col.,

1995; Donlan y Costerton, 2002).

Son numerosas las definiciones propuestas de una biopelicula bacteriana,
coincidiendo en ser descrita como una comunidad de microorganismos incluidos
en una matriz producida por ellos, para unirse entre si y a sustratos vivos o inertes.
Donlan y Costerton (2002) puntualizan que se trata de «una comunidad bacteriana
sésil inmersa en un medio liquido, caracterizada por bacterias que se hallan unidas
a un substrato o superficie, o unas a otras, que se encuentran embebidas en una
matriz extracelular producida por ellas mismas, y que muestran un fenotipo
alterado en cuanto al grado de multiplicacion celular o la expresion de sus genes».
En efecto, numerosos estudios han demostrado que las bacterias en la biopelicula
poseen una expresion génica diferente respecto a sus homoélogas plancténicas,
originando bacterias fenotipicamente distintas respecto a aquéllas. Por ejemplo, la
adhesion de Pseudomonas aeruginosa a una superficie conlleva la regulacién
positiva de genes involucrados en la sintesis de alginato en los 15 minutos del
contacto inicial, o en el caso de Porphyromonas gingivalis, que cuando crece en
biopelicula aproximadamente el 18% de su genoma se expresa diferencialmente,

con regulacidon negativa de genes involucrados en el crecimiento y en la biosintesis
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de cofactores, y regulacion positiva de genes involucrados en la sintesis de

proteinas de transporte y de mecanismos de unién (Marsh y col., 2011).

Las biopeliculas microbianas son ubicuas. Podemos encontrar biopeliculas en
cualquier medio donde existan microorganismos, ya que pueden desarrollarse
sobre todo tipo de superficies (hidréfobas o hidroéfilas, bidticas o abiéticas) o bien
unidas unas a otras; solo se requiere la presencia de un entorno hidratado y una
minima cantidad de nutrientes. Se observan biopeliculas recubriendo las piedras
de los lechos de los arroyos, rios y con frecuencia en la superficie de aguas
estancadas, en los ambientes mas extremos, como por ejemplo, en geiseres con
temperaturas muy elevadas, en aguas de manantiales termales de un amplio rango
de pH, desde muy acido a muy alcalino, o en glaciares. Cotidianamente convivimos
con ellas en las duchas, en las tablas de cortar alimentos, incluso en las cerdas de
un cepillo de dientes (Lasa, 2005: Zamora, 2009). Su presencia ejerce un enorme
impacto en diversos aspectos de nuestra vida, como son el tratamiento de aguas
residuales, la transformaciéon de productos fermentados, la corrosiéon de
materiales, la contaminacién de alimentos durante su procesamiento en la
industria alimentaria, el colapso de tuberias, las interacciones planta-

microorganismo en la rizosfera, la formacién de la placa dental, el desarrollo de

infecciones croénicas sobre tejido vivo o asociadas a implantes médicos, entre otros

(Figura 1) (Costerton y col., 1999; Zamora, 2009).

Figura 1. Biopeliculas microbianas en diferentes habitats: en el lecho de un rio (masa verdosa), en

el interior de una tuberia (masa anaranjada), y sobre dientes (masa blanquecina-amarillenta).
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Pero, ;por qué son tan importantes? Aunque estan ampliamente distribuidas
en la naturaleza y en muchos casos tienen efectos beneficiosos, las biopeliculas son
un problema de salud publica. Son las responsables de infecciones tales como
periodontitis, otitis media, endocarditis, fibrosis quistica, y de la mayoria de las
infecciones nosocomiales (infecciones de catéteres, implantes médicos, prétesis,
etc.). Investigaciones recientes estiman que, de las infecciones microbianas que
afectan al cuerpo humano, entre el 66-80% estan causadas por bacterias
organizadas en biopeliculas (Lewis, 2001). Es evidente que la formacion de
biopeliculas es una estrategia adaptativa de los microorganismos; en el interior de
la biopelicula, las bacterias son mas resistentes a los antibidticos y al sistema
inmune, lo cual explica el caracter crénico y la dificultad del tratamiento de estas
infecciones (Marsh y col., 2011; Lasa y col., 2005). El crecimiento en biopelicula

ofrece cuatro ventajas importantes:

e proporciona proteccion a los microorganismos frente a fluctuaciones
medioambientales de humedad, temperatura y/o pH, a la acciéon de los
agentes adversos como son los mecanismos de defensa del hospedador, a
sustancias potencialmente téxicas como productos quimicos o antibidticos

letales o proteccidon frente a microorganismos competidores;

e incrementa la disponibilidad de nutrientes para su crecimiento y facilita la

eliminacion de desechos;

e facilita el aprovechamiento del agua, reduciendo la posibilidad de

deshidratacion;

e posibilita la transferencia de material genético: acido desoxirribonucleico

(ADN).
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1.1. EL ADVENIMIENTO DE LA “ERA BIOPELicULA”

Desde 1880 hasta mediados del siglo XX, la microbiologia convencional se
encontraba en el popularmente denominado “periodo del cultivo puro” (Atlas y
Bartha, 1997). Durante este periodo, las bacterias se estudiaban como células
individuales de flotacién libre. La primera observacién de bacterias como
agregados asociados a una superficie fue hecha por Antonie van Leeuwenhoek en
1684, que, utilizando sus simples microscopios de luz (Figura 2), describi6 la
presencia de microorganismos adheridos a superficies dentales (Donlan y
Costerton, 2002). Sin embargo, el interés por las mismas no surge hasta comienzos
del siglo XX, cuando comenzamos a conocer que, en la mayoria de los ambientes
naturales y patogénicos, la forma preferente de crecimiento bacteriano es
constituyendo comunidades altamente estructuradas (Costerton y col, 1978 y

1999).

Figura 2. Dibujo de los microscopios de Antonie

van Leeuwenhoek realizado por Henry Baker.

En ese momento, destacan los trabajos con las bacterias organizadas en
biopeliculas de Heukelekian y Heller (1940), que trabajaron con microorganismos
marinos y observaron que, tanto la tasa de crecimiento, como la actividad
bacteriana se veian substancialmente mejoradas por la incorporacién de una
superficie sobre la cual estos microorganismos pudieran unirse; o las
investigaciones de Zobell (1943), que revelaron como el nimero de bacterias en
superficies era mucho mayor que las que permanecian suspendidas en el agua

marina que las rodeaba. Sobresalen también los trabajos de Winogradsky y
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colaboradores, que observaron las diferencias en el crecimiento de bacterias
obtenidas a partir de suelo, cultivadas en una fase acuosa frente a las adheridas a
un portaobjetos, y de Characklis (1973), que procedié a estudiar limos
microbianos en sistemas de aguas industriales, logrando demostrar su tenacidad y
resistencia a diferentes desinfectantes, entre ellos, al cloro. Posteriormente,
Costerton y colaboradores (Costerton y col., 1978), tratando de encontrar una
explicacién de la resistencia bacteriana a desinfectantes en sistemas de aguas
industriales, describieron la presencia de comunidades bacterianas embebidas en
una matriz glucoproteica desarrolladas en superficies en contacto con el agua, a las
que denominaron biopeliculas. Como hipétesis, achacaron la resistencia
investigada a esa forma de organizacién. Por tanto, no fue hasta 1978, cuando se

utilizo el término de biopelicula por primera vez para describir este fendmeno.

En 1993, la Sociedad Americana de Microbiologia reconocié que el fenotipo
de crecimiento microbiano en biopeliculas era pertinente a la microbiologia
(Costerton, 1994). Como resultado, el crecimiento bacteriano en biopelicula sera
aceptado cada vez mas como un importante rasgo bacteriano, y en la actualidad es
un importante objetivo de investigacion en el campo de la microbiologia. El avance
de las técnicas de biologia molecular y de microscopia esta permitiendo un examen
mas detallado de estas comunidades tan complejas. Dos grandes avances han
incrementado substancialmente la comprensién de las mismas: (1) la utilizacion
del microscopio laser confocal y electronico de barrido, que ha permitido
caracterizar la ultraestructura de la biopelicula, y (2) la investigacion de los genes
involucrados en la adhesiéon celular y la formacion de la biopelicula (Tolker-

Nielsen y Molin, 2000; Donlan, 2002).

1.2. ARQUITECTURA DE LA BIOPELiCULA MICROBIANA

Toda comunidad microbiana desarrollada en biopelicula es Unica en su
género, aunque algunos atributos estructurales pueden ser considerados

universales (Figura 3) (Tolker-Nielsen y Molin, 2000).
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Figura 3. Representaciéon de la arquitectura de una biopelicula microbiana (EPS: sustancias
poliméricas extracelulares, por sus siglas en inglés); figura adaptada del “Center for Biofilm

Engineering, Montana State University, Bozeman”.

La arquitectura de las biopeliculas es muy heterogénea y en ella podemos
distinguir tres elementos clave: grandes colonias de microorganismos sésiles
incrustadas o rodeadas por una matriz polimérica extracelular o glicocalix, y

separadas unas de otras por espacios intersticiales huecos (Donlan, 2002).

Los microorganismos que componen una biopelicula representan el 15-20%
del total del volumen y se organizan en torreones celulares, que se extienden en
forma tridimensional desde la superficie a la cual estdn adheridas. Estos torreones
estdn compuestos por microcolonias de diferentes células microbianas, tanto
aerdbicas como anaerdbicas, englobadas por una matriz polimérica extracelular

(Figura 4) (De Beer y col.,, 1994; Donlan, 2002).
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Figura 4. Micrografia obtenida por
microscopia electréonica de barrido a
bajas temperaturas de una biopelicula
bacteriana madura, desarrollada en un
sistema in vitro de biopelicula oral,
sobre titanio. Se puede apreciar la
estructura tipica de una biopelicula, con
los torreones de bacterias (flecha
amarilla) compactadas por la matriz
polimérica extracelular (flecha azul) y
separadas por espacios intersticiales

huecos (barra escala = 5 pm).

La matriz representa aproximadamente el 85% del total de la biopelicula
(Figuras 4 y 5). Esta formada fundamentalmente por agua, llegando este elemento
a representar hasta el 97% de la matriz, y por sustancias poliméricas
extracelulares (EPS, por sus siglas en inglés), producidas por los propios
microorganismos integrantes y que aportaran entre el 50 y 90% del carbono
organico total de la biopelicula (Costerton y col., 1995; Sutherland, 2001; Donlan,
2002; Branda y col., 2005; Lasa y col., 2005).

La composicion en EPS de la matriz de una biopelicula no esta perfectamente
definida, y es que difiere de una biopelicula a otra debido a que cada
microorganismo producira uno de diferente composicion; esto no es de extrafiar,
ya que los microorganismos poseen vias metabolicas distintas que les permite
sintetizar una gran variedad de sustancias poliméricas. En el caso de las bacterias,
los EPS procedentes de las Gram-negativas son, por lo general, polisacaridos
neutros o polianiénicos, mientras que los procedentes de las bacterias Gram-
positivas son de caracter catidnico. Asi, por ejemplo, P. aeruginosa produce un
exopolisacarido rico en alginato, en celulosa en el caso de Salmonella enterica

serovar Typhimurium, un exopolisacarido rico en glucosa y galactosa en Vibrio
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cholerae, rico en poli-Nacetilglucosamina en Staphylococcus aureus, etc. Ademas,
estudios recientes han puesto de manifiesto que, incluso una misma bacteria,
dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentre, puede
producir distintos exopolisacaridos como componentes de la matriz de la
biopelicula. Asi, algunas cepas de P. aeruginosa son capaces de producir, ademas de

alginato, un polisacarido rico en glucosa que forma una pelicula en la interfase

medio-aire al que se ha denominado “Pellican” (Sutherland, 2001; Branda y col,,

2005; Lasa y col., 2005).

Figura 5. Micrografia obtenida por
microscopia electronica de barrido a
bajas temperaturas de una biopelicula
bacteriana de 12 horas de evolucion,
desarrollada en un sistema in vitro de
biopelicula, sobre titanio. Se pueden
apreciar las bacterias (flecha amarilla)
compactadas por la matriz polimérica
extracelular, que se aprecia como una
masa densa brillante (flecha azul)

(barra escala = 2 pm).

Los EPS desempefian un papel esencial en el mantenimiento de la integridad
de la biopelicula, en la prevencion de la desecacion y frente al ataque de agentes

perjudiciales, y es que:

e actian como material de sostén de la estructura. La presencia de acidos
urénicos como el D-glucurénico, D-galacturénico, el acido manurénico o los
piruvatos confieren a la matriz un caracter aniénico, que permite la fijaciéon

de cationes divalentes como el calcio y el magnesio. Estos cationes
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establecen enlaces entre las cadenas de polimeros que proporcionan

potentes fuerzas de unién en la biopelicula (Donlan, 2002);

e pueden fijar nutrientes esenciales, como cationes, para crear un medio
nutricio rico que favorezca a microorganismos especificos. Ademas, pueden
actuar como amortiguadores y ayudan a la retencion de enzimas
extracelulares y sus sustratos, que favorecen la utilizacién de los mismos

por parte de las células microbianas (Sutherlan, 2001; Donlan, 2002);

e los EPS estdn altamente hidratados por la incorporacion de grandes
cantidades de agua en su estructura mediante enlaces de hidrégeno,

evitando la desecacion de la biopelicula (Donlan, 2002);

e los EPS pueden estar asociados con iones metdlicos y cationes divalentes.
Pueden tener carga neutra o carga polianidnica, segin el tipo de
exopolisacarido, lo que les permitiria interactuar con distintos agentes
antimicrobianos, de forma tal que estos pueden quedar atrapados en la

matriz sin capacidad para actuar sobre las bacterias (Donlan, 2000).

En menor cantidad, en la matriz se encuentran otras macromoléculas como
proteinas, sales, acidos nucléicos y diversos productos que proceden de la lisis
microbiana (Lasa y col, 2005). Estudios recientes postulan que la matriz de
biopeliculas de P. aeruginosa contienen ADN como constituyente principal
(Donlan, 2002). En la matriz también pueden hallarse materiales no microbianos,
tales como cristales de sales minerales, particulas de corrosion y/o de sedimento, o
componentes sanguineos, segin sea el medioambiente en el cual se desarrolla la

biopelicula.

El tercer elemento caracteristico en la arquitectura de una biopelicula lo
componen los espacios intersticiales huecos (Figura 4). Se trata de canales de agua,
que permiten el flujo de liquido y actian como un sistema circulatorio primitivo

para el transporte y difusion de nutrientes y oxigeno a los microorganismos
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ubicados en su interior, incluso aquéllos situados en las zonas mas profundas de la
biopelicula. Asimismo, estos canales constituyen un mecanismo para la eliminacién
de productos de desecho metabdlico. La existencia de estos canales dentro de la
biopelicula provocara que se generen ambientes en los que la concentracion de
nutrientes, pH u oxigeno sera diferente; se generan gradientes de tensiéon de pH y
de oxigeno, siendo metabdlicamente mas activas las areas superficiales respecto a
las mas profundas. En estas ultimas, los microorganismos deberan adaptarse a una
disponibilidad reducida de oxigeno (De Beer y col., 1994; Donlan, 2002; Sanderson
y col., 2006).

Del mismo modo, la arquitectura de la biopelicula microbiana no es solo
heterogénea en su distribucién espacial, sino también en el tiempo,
constantemente cambiante debido a procesos internos y externos. La arquitectura
de las microcolonias evoluciona desde una estructura compacta a una pérdida de
la misma en el tiempo, pasando las células de dichas microcolonias a un estado
movil que les permitira dispersarse desde la biopelicula y colonizar otras

superficies cercanas (Tolker-Nielsen y Molin, 2000).

1.3. FORMACION, DESARROLLO Y DIFERENCIACION DE UNA BIOPELiCULA MICROBIANA

La formacion de una biopelicula es un proceso dinamico y complejo. El
mecanismo de formacion depende de numerosos factores tanto intrinsecos al
microorganismo como propios del medio que lo rodea, incluida las caracteristicas
del substrato al cual se une. Asi, por ejemplo, las biopeliculas generadas en una
superficie bidtica como una mucosa animal son fisiolégicamente diferentes de
aquellas formadas en superficies inertes y es que las primeras son moduladas por
la respuesta inflamatoria, por proteinas y por células del hospedador, que
contribuyen al proceso de desarrollo y composicion (Post y col, 2004). Sin
embargo, al igual que ocurre con su arquitectura, la formaciéon de las mismas
podria considerarse como un evento caracterizado por tres fases comunes a todo

proceso de diferenciacion y desarrollo, con resultados similares en el progreso de
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ellas, independientemente de las especies que participen y el ambiente donde se
desarrolle: fase (1) de adhesion reversible de los microorganismos a la superficie
seguida de unidn irreversible y fase inicial de maduracién de la biopelicula con
crecimiento y divisién de los microorganismos, (2) una etapa de produccion de
exopolimero y maduracién, y (3) fase de desarrollo final de las colonias y

dispersion de células colonizadoras (figura 6) (Davey y O’Toole, 2000).

Adhesion Maduracion Dispersion

Figura 6. Representacion de la dinamica de formaciéon de una biopelicula microbiana, figura

adaptada del “Center for Biofilm Engineering, Montana State University, Bozeman”.

A continuacién se detallan los procesos incluidos dentro de cada fase del

desarrollo de una biopelicula:

Fase 1. Adhesion reversible y posteriormente irreversible a una superficie

La etapa inicial del proceso de formacién de una biopelicula es la adhesion de
una célula sobre una superficie, o bien entre ellas mismas. Este fendmeno puede
verse afectado por una serie de factores: por un lado, factores bioldgicos
inherentes a los microorganismos que van a participar (motilidad, tasa de

crecimiento, produccion de EPS, etc.); por otra parte, por factores fisicos y

11
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quimicos de la superficie, como su rugosidad y composiciéon quimica; y finalmente,
por factores del medio liquido en el que se desarrolla, como la velocidad del flujo o

la composicion quimica del mismo (Stoodley y col., 2002).

La adhesion de los microorganismos a las superficies s6lidas se produce en
dos etapas: un estado reversible en el que los mismos se adhieren débilmente, y
posteriormente un estado de union irreversible, durante el cual la adherencia se

consolida (Figura 7).

La fase reversible consiste en una unién débil de los microorganismos con el
sustrato mediante fuerzas de van der Walls, electrostaticas e interacciones
hidrofébicas. Este proceso va a depender de factores ambientales, como la
temperatura y el pH, y de factores genéticos que afectan a aspectos como la
motilidad, la sensibilidad ambiental y la presencia de determinadas proteinas en la
superficie de la célula en cuestién (Stoodley y col, 2002). En bacterias Gram-
negativas (por ejemplo: P. aeruginosa, V. cholerae, Escherichia coli o S. enterica) se
ha visto que la presencia de flagelos, fimbrias de tipo [ y IV y curli, son importantes
para la etapa de adherencia primaria. La motilidad parece también que ayuda a los
microorganismos a alcanzar la superficie y contrarrestar las repulsiones
hidrofébicas. Sin embargo, aunque la motilidad ayuda al proceso no parece ser un
requisito esencial, pues muchas bacterias Gram-positivas no motiles como
estafilococos, estreptococos y micobacterias son capaces de formar biopeliculas.
En el caso de las bacterias Gram-positivas, se ha descrito la participacion de
proteinas de superficie (por ejemplo: AtlE, Bap, Esp) en esta primera etapa de

adherencia (Lasa y col., 2005).
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Figura 7. Micrografia obtenida por
microscopia laser confocal y tefiida
con el colorante vital LIVE/DEAD®
BacLight™ de una biopelicula
bacteriana de 12 horas de evolucion,
desarrollada en un sistema in vitro de
biopelicula, sobre el material de
hidroxiapatita. Se puede apreciar las
bacterias colonizando la superficie
del material como células
individuales o pequefos agregados

(barra escala = 17,29 pum).

La fase irreversible es dependiente del tiempo y resulta del anclaje a la
superficie de los apéndices microbianos, en caso de que existan y/o de la
producciéon por parte de las células microbianas inicialmente adheridas de
compuestos poliméricos extracelulares. En esta fase los microorganismos
sintetizan la matriz de exopolisacaridos para establecer un contacto fisico entre
ellos y la superficie. El tiempo de contacto necesario es minimo; este periodo es
usualmente corto y varia en funcion de la disponibilidad de nutrientes,
temperatura o presencia de antibidticos (Stoodley y col., 2002; Chmielewsky y

Frank, 2003; Lasa y col., 2005).

Durante las fases de adhesidén, los microorganismos cambian su fenotipo y
llegan a ser basicamente diferentes respecto a su forma planctonica. Este cambio
implica la expresion de genes especificos, se producen cambios y alteraciones en

su morfologia y cambia su tasa de crecimiento (Donlan y Costerton, 2002).
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Fase 2. Crecimiento y maduracion

Una vez se han establecido, las células microbianas se multiplican dando

lugar a microcolonias y posteriormente a la biopelicula madura (Figura 8).

Figura 8. Micrografia obtenida por
microscopia laser confocal y tefiida con
el colorante  vital LIVE/DEAD®
BacLight™ de una biopelicula bacteriana
de 72 horas de evolucion, desarrollada
en un sistema in vitro de biopelicula,
sobre el material de hidroxiapatita. Se
puede apreciar una poblacién densa de
bacterias, colonizando la superficie del
material como microcolonias (barra

escala =17,29 pm).

El microorganismo que se ha adherido a la superficie comienza a dividirse y
las células microbianas se extienden alrededor del sitio de unién, formando una
microcolonia similar a como sucede durante el proceso de formacion de colonias
en las placas de medios con agar (Lasa y col, 2005). Sin embargo, dado que
también pueden proliferar otros tipos de microorganismos en una region
adyacente, la pelicula comienza a adquirir una mezcla de distintos
microorganismos, creciendo en complejidad. Si las condiciones son adecuadas para
un crecimiento suficiente de la biopelicula, se desarrollard una estructura
organizada; a este proceso se le denomina maduracién. Una biopelicula madura
puede consistir en una simple capa de microorganismos o en multiples capas de
microcolonias embebidas por las sustancias poliméricas extracelulares. Esta fase

de crecimiento y maduraciéon depende de factores como la disponibilidad de
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nutrientes, la diversidad microbiana de la comunidad, la disponibilidad de agua y

el transporte celular (Chmielewsky y Frank, 2003).

A medida que madura la biopelicula, se va adaptando a la presencia de
nutrientes, al oxigeno y a los cambios poblacionales, formando microcolonias
discretas separadas por canales de agua. La densidad estructural de la matriz se
incrementa en el nucleo mientras que las capas superiores permanecen porosas.
Los microorganismos con un metabolismo mas activo permanecen en la superficie
de las capas de la matriz, cerca de los canales de agua. El nimero de
microorganismos viables se reduce con la edad de la biopelicula; asi en una
biopelicula bacteriana joven se han detectado cerca de un 80% de células viables, y

tan solo un 50% en una biopelicula madura (Branda y col., 2005).

Fase 3. Dispersion de células colonizadoras

Finalmente, algunos microorganismos de la matriz de la biopelicula se
liberan de la misma para poder colonizar nuevas superficies cerrando el proceso.
La liberacion de los microorganismos desde la biopelicula es la parte del proceso

que menos se conoce (Figura 9).

La dispersion se puede deber a:

e modificaciones internas en la estructura de la biopelicula, que conlleva la

dispersion de células microbianas (Donlan, 2002; Lasa y col., 2005);

e la actuacion de fuerzas fisicas. Los tres principales procesos que permiten la
liberaciéon celular son la erosién (eliminaciéon continua de pequefas
porciones de la biopelicula), la muda (liberacién rapida y masiva) y la
abrasion (desprendimiento debido a la colision de particulas de liquido

contra la biopelicula) (Donlan, 2002);
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las capacidades innatas de las propias bacterias integrantes de Ila
biopelicula; por ejemplo, para la bacteria Aggregatibacter
actinomycetemcomitans se ha descrito una actividad enzimatica que
degrada de forma especifica el exopolisacarido de la matriz de la
biopelicula. La presencia en distintos proteomas de hipotéticas proteinas
(endoglucanasas) que podrian ser responsables de una funcién similar,
sugiere que la degradaciéon controlada del exopolisacarido puede
representar un mecanismo controlado de liberaciéon de bacterias de la

biopelicula (Lasay col., 2005).
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© 2003, Center for Biofilm Engineering at MSU-Bozeman

Figura 9. Diferentes fen6menos observados en las biopeliculas microbianas y que estan

implicados en la dispersion de las células microbianas de la misma. Figura adaptada del

“Center for Biofilm Engineering, Montana State University, Bozeman”.

La liberacion de bacterias desde la biopelicula, por ejemplo, también se ha

demostrado que es un proceso especie-especifico; Pseudomonas fluorescens se

dispersa y recoloniza una superficie después de aproximadamente 5 h, Vibrio

parahaemolyticus después de 4 h y Vibrio harveyi después de so6lo 2 h. Este proceso

probablemente proporciona un mecanismo de migracion bacteriana desde areas
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fuertemente colonizadas que han agotado los nutrientes a areas mas favorables

para el crecimiento (Donlan, 2002).

El modo de dispersion influye, aparentemente, en las caracteristicas
fenotipicas de los microorganismos. Los agregados erosionados desde Ila
biopelicula por fuerzas fisicas mantienen ciertas caracteristicas del fenotipo
biopelicula, como las propiedades de resistencia antimicrobiana, mientras que las
bacterias que han sido dispersadas como resultado del crecimiento normal de la

biopelicula pueden revertir rapidamente al fenotipo plancténico (Donlan, 2002).

1.4. REGULACION DEL PROCESO DE FORMACION DE LA BIOPELicULA MICROBIANA

La comunicacién entre los microorganismos es esencial para diferenciarse
con éxito en biopelicula. En la unién de los microorganismos a una superficie y
ulterior formacion de una biopelicula, se requiere de sefiales quimicas coordinadas
que les permitan comunicarse entre ellos. Este proceso se denomina “quorum-
sensing” y beneficia a la bacteria al permitirle detectar la presencia de
microorganismos proximos, determinar la densidad de la poblacidn existente y
responder a eventuales condiciones cambiantes (Figura 10) (Kolenbander y col,,

2002; Lasa y col., 2005).

Figura 10. Representacion del fendmeno “quorum-sensing” dentro de una biopelicula microbiana.

Figura adaptada del “Center for Biofilm Engineering, Montana State University, Bozeman”.
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El sistema de “quorum-sensing” es un mecanismo de regulacion de la
expresion génica dependiente de la acumulaciéon en el medioambiente de una
molécula sefial denominada autoinductor. Cada microorganismo que se une a una
superficie produce una molécula, de manera tal que cuantos mas microorganismos
se unen, mayor es el incremento de la concentraciéon local de esta sefial. La
deteccion de un umbral minimo de concentracién de estas moléculas induce a los
microorganismos a una modificacién en su expresidon génica. Recientes avances en
este campo indican que la comunicacién célula-célula via autoinductores ocurre
tanto entre células de la misma especie como entre especies diferentes (Miller y
Bassier, 2001). Igualmente, ha quedado demostrado que la deteccion de “quorum-
sensing” puede influir también en la composiciéon microbiana de la comunidad al
alentar la proliferacion de especies beneficiosas para la biopelicula y desalentar la
proliferaciéon de competidores (Davies y col., 1998; Potera, 1999; Singh y col,
2000; Donlan, 2002; Post y col.,, 2004). Xie y colaboradores (2000) describen como
ciertas bacterias presentes en la placa dental pueden influir en la incorporacion de
determinadas especies patogenas como P. gingivalis. La colonizacion de P.
gingivalis esta mediada, entre otros factores, por la adhesion mediante fimbrias. El
gen fimA codifica la subunidad proteica mayor de la fimbria y puede ser regulada
por factores ambientales. Streptococcus cristatis es capaz de modular,
concretamente de reprimir, por este sistema de regulacion, la expresion del gen

fimA de P. gingivalis evitando su colonizacion.

Entre las bacterias, las principales moléculas empleadas para comunicarse
son las acilhomoserina lactonas, que predominan en bacterias Gram-negativas, y
oligopéptidos modificados en bacterias Gram-positivas (Miller y Bassier, 2001). Al
mismo tiempo, las bacterias poseen un receptor que puede detectar
especificamente el autoinductor respectivo. Cuando éste se une al receptor, activa
la trascripcién de determinados genes, incluyendo aquellos para la sintesis del

inductor (Thomas y Nakaishi, 2006).
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Ademas del “quorum-sensing”, otros reguladores globales como CsrA en E.
coli, o CytR en V. cholerae, han demostrado que son determinantes importantes
para el desarrollo de la biopelicula de estas bacterias. En S. aureus, Lasa y
colaboradores (Lasa y col,, 2005) han demostrado que un regulador global de
virulencia denominado SarA es esencial para el desarrollo de la biopelicula de esta
bacteria, evidenciando que un regulador de virulencia es, a su vez, un regulador de

la formacidn de la biopelicula, sirviendo de conexién entre ambos procesos.

Conjuntamente con la regulacién a nivel transcripcional, existen numerosos
indicios de la existencia de una regulaciéon postranscripcional del proceso de
formacidn de la biopelicula. Asi, por ejemplo, para V. cholerae, Yersinia pestis o P.
fluorescens se han descrito proteinas implicadas en la formacién de la biopelicula,
indicando que estas moléculas son un transmisor secundario de sefial comun al
proceso de regulacion de la produccién de exopolisacaridos en bacterias (Lasa y

col, 2005).

1.5. INTERCAMBIO GENICO

La emision de sefiales no es la inica manera de transferir informacién en las
biopeliculas. La alta densidad de células bacterianas que proliferan alli facilita el
intercambio de informacién genética (ADN extracromosémico o plasmidos) entre
bacterias de la misma especie y entre especies o, incluso, géneros distintos.
Estudios recientes demuestran una tasa de transferencia génica mediada por
plasmidos enormemente incrementada entre las bacterias de biopeliculas, que
sugiere que la redistribucion de genes entre éstas es un proceso continuo con
importantes consecuencias en su adaptacion evolutiva (Post y col, 2004). La
conjugacion (o transferencia de plasmidos) y la transferencia de transposones
ocurren en biopeliculas de especies mixtas in vivo e in vitro (Donlan, 2002). Ghico y
colaboradores (2001) han sugerido que especies bacterianas de relevancia médica
como E. coli, que contienen plasmidos conjugativos, desarrollan biopeliculas mas

facilmente. La capacidad de transformacion genética innata se ha descrito para la
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mayoria de los estreptococos, con capacidad de integrar una variedad de
plasmidos y ADN cromosémico (Kolenbrander y col., 2002). Ya que en muchas
ocasiones los plasmidos contienen la informacién frente a la resistencia a agentes
antimicrobianos, la asociaciéon en biopeliculas les proporciona ademas a las
bacterias un poderoso mecanismo de defensa (Huang y col, 2011). Asi, por
ejemplo, Roberts y colaboradores (2001) han descrito, en un modelo de biopelicula
oral, la transferencia del transposon conjugativo Tn916-like entre diferentes

especies de estreptococos, transfiriéndose asi la resistencia a tetraciclinas.

Ademas, las células lisadas en la biopelicula pueden actuar como donadoras

de ADN cromos6mico (Marshy col, 2011).

1.6. RESISTENCIA BACTERIANA

Como ya se ha comentado, las bacterias incluidas en una biopelicula
presentan una organizacion estructural que las hace resistentes a los mecanismos
de defensa del hospedador. Las biopeliculas, revestidas por la matriz extracelular y
conteniendo multiples microcolonias bacterianas en su interior, se convierten en
estructuras demasiado grandes como para ser fagocitadas, reduciendo la
accesibilidad del sistema inmune. Por afiadidura, la biopelicula provee de una
barrera fisica que aumenta la resistencia de patégenos a las defensas del
hospedador como la opsonizacidn o lisis por complemento (Post y col., 2004). Aun
asi, las biopeliculas provocan respuesta inmune celular y humoral, demostradas
por la identificacién de citoquinas liberadas por leucocitos expuestos a la
biopelicula. Sin embargo, debido a su aislamiento del entorno por la matriz y su
reducido estado metabolico, esta respuesta sistémica es muy pequefia (Donlan,

2002).

Otra ventaja, extremadamente importante desde el punto de vista clinico, es
que las bacterias incluidas en biopeliculas son muy resistentes a los antibioticos,
siendo capaces de sobrevivir frente a concentraciones de antibidtico miles de veces

superiores a las que toleran las bacterias plancténicas (Stewart y Costerton, 2001;
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Huang y col, 2011). Para intentar explicar esta resistencia se han planteado

diversas hipétesis:

penetracion lenta o incompleta del antibiético en la biopelicula: se deberia a
que la matriz de exopolisacaridos constituye una barrera, impidiendo este
ingreso. Si bien estudios in vitro muestran que algunos antibiéticos logran
ingresar con cierta facilidad (Lynch y col, 2007), se postula que el
antibiético podria ser desactivado por acciéon de polimeros extracelulares
presentes en la matriz, y, por tanto, su difusién seria limitada dentro del
mismo (Donlan, 2000; Stewart y Costerton, 2001; Fine y col,, 2001; Donlan
y Costerton, 2002; Socransky y Haffajee, 2003; Xu, 2004);

dosis subletales: las bacterias serian capaces de desarrollar resistencia
frente a los antimicrobianos al ser atacadas con dosis subletales (Donlan y

Costerton, 2002; Socransky y Haffajee, 2003; Xu, 2004);

causas metabdlicas: una baja actividad metabdlica de las bacterias dentro
de la biopelicula por limitacién de oxigeno y nutrientes puede causar que
pasen a un estado de latencia o cese de su mitosis, con lo cual dejan de ser
susceptibles a los antimicrobianos (Stewart y Costerton, 2001; Donlan y
Costerton, 2002; Socransky y Haffajee, 2003; Xu, 2004). Ademas, se ha
descrito la formacién de nichos anaerébicos en zonas profundas de las
biopeliculas debido a un consumo completo del oxigeno en las capas
superficiales. Algunos antibidticos, como los aminoglicdsidos, son
comprobadamente menos eficaces contra la misma bacteria en condiciones
anaerdbicas que aerdbicas. Finalmente, una eventual acumulacién de
productos acidos en la biopelicula puede conducir a diferencias
significativas de pH entre el exterior y el interior de ésta, interfiriendo con

la accién del antibiético (Stewart y Costerton, 2001; Post y col.,, 2004);
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e cambios genéticos: se producirian modificaciones en la fisiologia de las
bacterias de la biopelicula que conllevarian la aparicién de genes
especificos, producto de cambios genéticos, que potenciarian mecanismos
de resistencia a multiples antibi6ticos. Segiin diversos investigadores, esta
resistencia se deberia principalmente a modificaciones fenotipicas, como
por ejemplo generar el cese de la mitosis. Por ende, la resistencia a
antibioticos también podria inducirse mediante una situaciéon de presion
selectiva a una poblacién; una vez que se producen los cambios génicos
descritos, las bacterias podrian transmitir los nuevos genes a través de
trasferencia horizontal (entre individuos) por intercambio de plasmidos; o
igualmente producto de una conversion lisogénica (Donlan y Costerton,
2002; Socransky y Haffajee, 2003; Chole y Faddis, 2003; Scott y Manning,
2003; Post y col,, 2004; Xu, 2004; Sanclement y col.,, 2005; Lynch y col,,
2007);

e formacidon de esporas: esta hipdtesis plantea la posibilidad de génesis de
una subpoblacién de bacterias dentro de la biopelicula con un estado
fenotipico muy especial y altamente protegido, con una diferenciacion
similar al de las esporas. Este planteamiento es apoyado por investigaciones
que muestran resistencia en biopeliculas recientemente formadas, aun
cuando estas son demasiado delgadas para constituir una barrera a la

penetracion de agentes antimicrobianos (Stewart y Costerton, 2001);

e fenomeno de “quorum-sensing”: el papel del sistema de sefializacién en la
resistencia a antimicrobianos esta siendo estudiado, aunque todavia no esta
clara su posible implicacién. Davies y colaboradores (1998) presentaron
datos que mostraban como biopeliculas mutantes en el sistema de
“quorum-sensing” (concretamente en el gen Lasl) fueron anormalmente
sensibles al tratamiento con SDS, aunque la cuestion de si estas biopeliculas

mutantes tenian la resistencia a antibioticos alterada no se abordé. Brooun
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y Lewis (2000) mostraron que biopeliculas mutantes defectuosas en la
deteccion de este sistema de sefializacién veian afectada su resistencia a

detergentes y antibiéticos.

1.7. BIOPELiICULAS E INFECCIONES

El termino infeccion hace referencia a la colonizacion de un organismo
hospedador por microorganismos o especies exteriores. En la utilizacién clinica del
término infeccién, el microorganismo colonizador es perjudicial para el
funcionamiento normal y/o supervivencia del hospedador, por lo que se califica al

microorganismo como patégeno.

Las enfermedades infecciosas durante el siglo pasado (difteria, tuberculosis,
colera, etc.) eran causadas por microorganismos dotados de mecanismos
patogénicos especificos. Los antibidticos y vacunas desarrollados para estos
patégenos lograron una notable eficacia en su control. En la actualidad, estos
microorganismos han sido desplazados del primer plano por microorganismos
ubicuos, capaces de producir infecciones de tipo crénico, que responden de
manera limitada a los tratamientos antibiéticos y no pueden prevenirse mediante
inmunizacién. Diversas publicaciones sefialan que, por lo menos, el 65% de todos
los procesos infecciosos bacterianos humanos podrian involucrar biopeliculas
(Potera, 1999; Sanclement y col., 2005; Ramadan y col., 2005 y 2006; Sanderson,
2006). Entre estas enfermedades destacan la caries, las enfermedades
periodontales, la otitis media, la neumonia por Pseudomonas spp. la fibrosis
quistica, la cistitis crénica, la endocarditis bacteriana, la osteomielitis o la
prostatitis cronica. También se ha demostrado que se pueden desarrollar
biopeliculas sobre distintos dispositivos médicos implantables, provocando
infecciones, destacando la sepsis por catéteres endovenosos y arteriales. Ademas,
se han descrito en catéteres urinarios, en sigmoidoscopios y en lentes de contacto.
Constituyen, también, un problema relevante en valvulas cardiacas artificiales,

marcapasos y protesis ortopédicas, las cuales, una vez infectadas, generan

23


http://es.wikipedia.org/wiki/Cl%C3%ADnica
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Perjudicial&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Supervivencia
http://es.wikipedia.org/wiki/Hu%C3%A9sped
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Pat%C3%B3geno

Introduccién

infecciones muy dificiles de resolver con el uso de antibiéticos (Costerton y col.,

1999; Costerton, 2001; Stewart y Costerton, 2001; Donlan, 2002).

Las caracteristicas que mejor describen las infecciones relacionadas con las
biopeliculas son su cronicidad y su limitada respuesta a tratamientos antibioticos.
Mientras que las infecciones agudas suelen ser eliminadas tras un breve
tratamiento antibiotico, las infecciones por biopeliculas normalmente no
consiguen ser completamente eliminadas, y producen episodios recurrentes (Lasa
y col, 2005). Como ya hemos comentado anteriormente, utilizando diferentes
mecanismos, las bacterias pueden ser hasta mil veces mas resistentes a los
antibioticos que esas mismas bacterias crecidas en estado plancténico. Pero
ademas, hay que tener en cuenta que los antibidticos que utilizamos
rutinariamente han sido seleccionados por su actividad frente a bacterias
plancténicas. Asi, los ensayos de sensibilidad o susceptibilidad a los
antimicrobianos (antibiogramas) que se realizan rutinariamente estan disefiados
para medir la susceptibilidad frente al antimicrobiano de la bacteria crecida de
forma planctonica, sin tener en cuenta que los resultados obtenidos pueden no ser
extrapolables a esa misma bacteria cuando esta creciendo en el interior de una

biopelicula.
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2. LA PLACA DENTAL COMO UNA BIOPELICULA BACTERIANA

2.1. LA CAVIDAD ORAL, UN HABITAT MICROBIANO

La boca es un habitat calido y humedo, susceptible de ser colonizado por una
gran variedad de microorganismos, que incluye virus, micoplasmas, arqueas,
hongos, protozoos y bacterias, siendo este ultimo grupo el mas numeroso (Marsh y

col.,, 2011).

En la cavidad oral se describen diferentes superficies de contacto donde
establecerse los microorganismos y desarrollar biopeliculas. El area superficial
media de la cavidad oral de un adulto es aproximadamente 215 cm?, representada
por los dientes (20% de la superficie) y las mucosas, con tejidos blandos tanto

queratinizados (30%) como no-queratinizados (50%) (Mager y col., 2003).

En el caso concreto de los dientes, estos presentan una peculiaridad Unica en
el cuerpo humano, y es que se trata de superficies rigidas y no descamativas
expuestas en un medio muy rico en microorganismos, lo que facilita la formacién
de biopeliculas (Figura 11), denominadas genéricamente placa dental o placa

bacteriana (Lang y col.,, 2009). Segtn su localizacién, la placa dental se denomina:
e placa supragingival, localizada en la proximidad del margen gingival;

e placa subgingival, localizada en el interior del surco gingival o bolsa

periodontal, bajo el margen de la encia;
e placa proximal, localizada en los espacios interproximales;

e placa de fosasy fisuras, localizada en las superficies oclusales.
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Figura 11. Placa dental en adulto (flecha azul).

El concepto y descripcion de la placa dental han ido evolucionando a lo
largo de la historia, dependiendo de los avances técnicos disponibles para su
estudio. La placa dental ha sido definida como una biopelicula, al ser una
comunidad microbiana embebida en una matriz de polimeros de origen
microbiano y salivar, constituida por una gran diversidad de microorganismos y
que se localiza adherida a la superficie del diente (Marsh y Martin, 2009). Ya en
1684, Antonie van Leeuwenhoek, con la aparicién del microscopio éptico, observo
que la placa dental estaba compuesta por depositos blandos con microbios y restos
de comida, y comprobd que las bacterias asociadas a la superficie del diente
presentaban propiedades diferentes comparadas con sus homodlogas planctdnicas.
Unicamente era capaz de destruir las bacterias de su propia placa dental si
previamente esta era recogida de sus molares y mezclada con una solucién de
vinagre in vitro, fallandole el tratamiento cuando se aplicaba la misma solucién por
lavados bucales prolongados (Marsh y col.,, 2011). Posteriormente, en 1898, Black
defini6 la placa dental como placas blandas gelatinosas. A mediados de 1960, la

placa dental comenz6 a ser el foco de atencion de la comunidad investigadora en el
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ambito dental, poniéndose énfasis en los factores contribuyentes a la diversidad de
ecosistemas, incluyendo pH, potencial de oxido-reducciéon y requerimientos
nutricionales (Thomas y Nakaishi, 2006). En 1970, en un congreso en Edimburgo,
se defini6 la placa dental como microorganismos mas polisacaridos extracelulares,
recubierta por leucocitos, células epiteliales y restos de comida. A partir de 1990,
gracias al desarrollo y perfeccionamiento del microscopio laser confocal y del
microscopio electrénico de barrido, se lleg6 a un mejor conocimiento de la placa
dental y de su estructura (Marsh, 1995 y 1997; Costerton y col., 1987 y 1993;
Costerton, 1994; Donlan, 2002; Donlan y Costerton, 2002; Bernimoulin, 2003;

Serrano-Granger y Herrera, 2005).

2.2. ARQUITECTURA DE LA PLACA DENTAL

La estructura de la biopelicula oral presenta los tres elementos
caracteristicos ya detallados en el capitulo anterior: grandes colonias de
microorganismos sésiles embebidas en una matriz polimérica extracelular y

separadas unas de otras por espacios intersticiales huecos (Figura 12).

Entre los diferentes ambientes que podemos encontrar en la cavidad oral,
es posible reconocer una estructura similar de la placa bacteriana en sitios
especificos. Esto ocurre en la placa de localizacién supragingival versus la placa de
fisuras y surcos gingivales o bolsas periodontales de diferente profundidad,
ademas de la localizada en superficies como reconstrucciones, protesis e
implantes. Parece por tanto que la estructura de la placa formada sobre ellos, como
los patrones de crecimiento y maduracidn, no difieren significativamente (Theilade
y col, 1982 a y b; Lang y col, 2009), por lo que, al menos, algunos de los
mecanismos principales que interviene en la formacién de la misma no guardan
relacion con la naturaleza de la superficie sélida colonizada. A pesar de las
diferencias en cuanto a rugosidad superficial, energia libre o carga, las
caracteristicas mas importantes de la estructura y del desarrollo de la placa son

similares en todos estos materiales (Siegrist y col., 1991).
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Figura 12. Micrografia obtenida por
microscopia electrénica de barrido a
bajas temperaturas de una biopelicula
bacteriana madura, desarrollada en un
sistema in vitro de biopelicula oral,
sobre titanio. Se puede apreciar la
estructura tipica de una biopelicula, con
los torreones celulares, la matriz y los
espacios intersticiales huecos (barra

escala =5 pm).

Destacar uUnicamente que del estudio de la composicién de la matriz
extracelular (EPS, lipidos, restos celulares, ADN, etc.) se desprende que tres
fuentes van a contribuir en la composicion de la misma: los microorganismos de la
placa (a través de la sintesis de EPS), la saliva y el exudado gingival. Las bacterias
en degeneracidon o muertas también pueden contribuir a la matriz. Las diferencias
descritas anteriormente en cuanto a la composiciéon en EPS de la matriz en
biopeliculas también se hace patente en la placa dental. Se observan cambios en la
composicion de la misma en funcién de la localizacion dentro de la cavidad oral y
de las especies bacterias predominantes en ese momento en la biopelicula.
Podemos destacar, entre los EPS de la placa mejor caracterizados, a los
polisacaridos fructanos (levanos) y glucanos, ambos obtenidos a partir de la
sacarosa de la dieta y que constituyen la reserva de energia disponible para los
microorganismos de la biopelicula (levano y dextrano) o actuando como esqueleto
de la matriz (mutano). Ademas podemos encontrar una pequefia cantidad de

lipidos (Lang y col., 2009).
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2.3. DESARROLLO DE LA PLACA DENTAL

El desarrollo de la placa dental sigue las pautas generales en todo proceso de
formacién de biopeliculas, ya descritas en el capitulo anterior; el proceso
comprende unas etapas comunes de adhesiéon y agregacion, produccion de una

matriz extracelular, comunicacion intercelular y generacion de heterogeneidad.

La formacion de la placa dental comienza con la adsorciéon de
macromoléculas hidréfobas a las superficies del diente, para formar una pelicula
condicionante denominada pelicula adquirida (Figura 13). La composicién de esta
pelicula incluye principalmente glucoproteinas salivales (mucinas) y anticuerpos.
Estas moléculas derivan mayoritariamente de la saliva, pero, en la regién
subgingival, también proceden del fluido gingival crevicular (Marsh y col., 2011).
Esta pelicula altera la carga y la energia libre de la superficie, aumentando asi la

eficiencia de la adhesién bacteriana (Kolenbrander y col., 2002).

A continuacion, algunas bacterias, en su mayoria transportadas pasivamente
a la superficie a colonizar por la saliva o el fluido gingival crevicular, comenzaran a
adherirse de forma reversible a la pelicula adquirida (Marsh y col.,, 2011). Tanto el
inicio como la posterior asociaciéon de especies bacterianas implicadas en el
desarrollo de la biopelicula oral no sera un proceso aleatorio, sino que existirian
asociaciones especificas entre bacterias dentro de la misma (Figura 13)
(Kolenbrander y col., 2002 y 2010; Socransky y Haffajee, 2003). La colonizacién
primaria estd dominada por cocos Gram-positivos anaerobios facultativos, mas
algunas células epiteliales y leucocitos polimorfonucleares. Las bacterias
implicadas seran capaces de desarrollar diferentes mecanismos que les permitan
adherirse rapidamente al entrar en contacto con la pelicula adquirida, como
estructuras de adhesion especificas (fimbrias, fibrillas, etc) y polimeros
extracelulares (Huang y col., 2011). Asi, colonizadores primarios como Actinomyces
naeslundii y varias especies de estreptococos, como Streptococcus salivarius,

Streptococcus parasanguis y Streptococcus mitis, muestran fimbrias y fibrillas en su
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superficie. Otros factores que favorecen la adhesion de las bacterias orales a una
superficie son la capacidad de motilidad que muestran algunas especies
bacterianas o la expresiéon de ciertas proteinas en su superficie celular,
denominadas adhesinas, como, por ejemplo, la adhesina GalNAc1-3 de las

especies Streptococcus oralis y Streptococcus sanguis (Kolenbrander y col., 2002).

. Streptococcus oralis and
Streptococcus sanguinis

. Streptococcus mitis

Streptococcus gordonii

Copnocytophaga ochracea

. Propionibacterium acnes

Haemophilus parainfluenzae

. Prevotella loescheii

. Veillonella spp.

. Actinomyces oris and
Actinomyces noeslundii

10. Eikenella corrodens

. Actinomyces isroelii

12 Capnocytophaga gingivalis

13. Copnocytophaga sputigena

W. Fusobacterium nucleatum

15. Prevotella denticola

16. Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

7. Eubacterium spp.

= 18. Treponema denticola

19. Tannerella forsythia

Colonizadores tardios

O O NV A N

Colonizadores tempranos

/ Estaterina " celular " : S nan 20. Porphyromonas gingivalis
bacteriano 21, Prevotella intermedia
Pelicula adquirida 22. Selenomonas flueggei

Superficie dentaria

Figura 13. Modelo espacio-temporal de colonizacién bacteriana bucal, adaptado de Kolenbrander y
col,, 2010, que ilustra la forma en que las bacterias colonizadoras iniciales o primarias reconocen
los receptores de la pelicula adquirida y las coagregaciones entre colonizadores iniciales,

fusobacterias y colonizadores tardios de la superficie dentaria.

En la Figura 14 podemos observar bacterias en las primeras horas de
formacién de una biopelicula oral desarrollada in vitro, como microorganismos
unicos o en agregados. La unién de estas especies pioneras, que inicialmente se
lleva a cabo a través de interacciones fisico-quimicas débiles reversibles, se

tornara permanente a través de interacciones estereoquimicas fuertes (Do y col,,
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2013). Durante las primeras horas de formacion, estas bacterias comienzan a
proliferar y forman colonias pequefias. Sin embargo, dado que otros tipos de
microorganismos también pueden proliferar en una regiéon adyacente, la pelicula

comienza a adquirir una mezcla de microorganismos, creciendo la complejidad.

Figura 14. Micrografia obtenida por
microscopia electrénica de barrido a
bajas temperaturas, que muestra el
primer estadio de la formacion de una
biopelicula oral desarrollada en un
sistema in vitro sobre el material de
hidroxiapatita. Se puede apreciar una
poblaciéon de bacterias, entre las que
destacan la morfologia cocoide, coco-
bacilar y fusiforme, como células
individuales o pequenas colonias (barra

escala = 20 pm).

Al aumentar el espesor de la biopelicula en formacién, debido a la
proliferacién continua de los microorganismos adheridos, a la adhesién de nuevas
bacterias y a la sintesis de polimeros extracelulares, la difusién en los dos sentidos
de la biopelicula es cada vez mas dificil. Las bacterias de las capas mas
superficiales utilizan rapidamente el oxigeno y la difusién de este sera deficiente a
través de la matriz de la biopelicula, generandose un gradiente de oxigeno y
creandose condiciones de anaerobiosis total en las capas mas profundas. Asi
mismo, se generan gradientes decrecientes de nutrientes provistos por la fase
acuosa, esto es, la saliva. Como resultado del metabolismo bacteriano apareceran

gradientes inversos de productos de fermentacion.

Ahora, los bacilos Gram-positivos, presentes al principio en muy bajo
numero, aumentan gradualmente su presencia, sobre todo las especies de

Actinomyces, que predominan en esta etapa de la formaciéon de la placa. Los
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receptores de superficie de los cocos y los bacilos Gram-positivos agregados
permiten la adhesion ulterior de los microorganismos Gram-negativos, con menor
capacidad de adherencia directa a la pelicula. Veillonella spp., las fusobacterias y
otras especies bacterianas Gram-negativas anaerobias caracterizan esta fase. La
heterogeneidad de la placa aumenta gradualmente, incluyendo grandes cantidades
de microorganismos Gram-negativos. El resultado de esta evolucion es un conjunto

complejo de especies bacterianas interrelacionadas, estructural y funcionalmente

organizado (Figura 15).

Figura 15. Micrografia obtenida por
microscopia electronica de barrido a bajas
temperaturas, que muestra la estructura
madura de una  biopelicula oral
desarrollada en un sistema in vitro sobre
titanio. Se puede apreciar una densa
poblacion de bacterias organizadas en

biopelicula (barra escala = 10 pm).

2.4. COMPOSICION BACTERIANA DE LA PLACA DENTAL

La mayoria de los ecosistemas naturales contienen un gran numero de
microorganismos genéticamente distintos, y la cavidad bucal humana no es
diferente. Numerosos estudios han abordado la descripciéon de la composicion
microbiana de la placa dental, tanto en individuos en estado de salud como en
situacion de enfermedad, describiendo la presencia de cientos de microorganismos
organizados en comunidad (Ximenez-Fyvie y col,, 2000; Aas y col,, 2005; Paster y

col, 2006). Actualmente, no se puede determinar con exactitud el nimero de
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especies bacterianas presentes, ya que este va aumentando a medida que los
avances en técnicas moleculares permiten una identificacibn mas especifica
(Socransky y col., 2004; Rasiah y col,, 2005; Ledder y col., 2007; Keijser y col.,,
2008). Los andlisis moleculares de las comunidades microbianas orales mediante
clonacién y secuenciacion del gen 16S rRNA han sugerido la presencia de
aproximadamente 800 especies de bacterias habitando la boca, y que entre 100 y
200 especies diferentes conviven en la cavidad bucal de un individuo sano
(Kolenbrander y col., 2010; Dewhirst y col.,, 2010; Filoche y col., 2010). Este
numero puede diferir entre unos y otros estudios en funcidn, principalmente, del
método de analisis aplicado. Asi, por ejemplo, mediante la tecnologia de
pirosecuenciacion se ha sugerido que la diversidad bacteriana puede alcanzar los
1200 taxones diferentes y hasta 500 especies presentes en individuos sanos
(Keijser y col., 2008; Zaura y col.,, 2009; Kolenbrander y col., 2010). Pero, en lo que
si coinciden todos los estudios es en reflejar la grandisima diversidad bacteriana

presente en este pequefio nicho.

En la cavidad bucal es posible reconocer una composicién muy similar de la
placa bacteriana en las diferentes localizaciones (supragingival, subgingival,
ademas de la localizada en superficies como reconstrucciones, protesis e
implantes), solamente hallando variaciones considerables en los microorganismos
predominantes detectados, debido en gran parte a la estrecha relacion entre las
propiedades del habitat y los organismos que son capaces de predominar
(Ximenez-Fyvie y col., 2000; Mager y col.,, 2003; Aas y col,, 2005; Paster y col,,
2006; Socransky y Haffajee, 2009; Marsh y col.,, 2011).

Pese a la altisima diversidad microbiana de las biopeliculas orales, podemos
destacar la presencia de un determinado grupo de bacterias que caracterizan la
composicion de las mismas. Socransky y colaboradores (1998) demostraron la
presencia de grupos microbianos especificos dentro de la placa bacteriana (Figura

16). Se reconocieron seis grupos de especies bacterianas intimamente asociadas.
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Por un lado, los colonizadores iniciales de la superficie dentaria, que incluian
especies de Actinomyces, un complejo amarillo compuesto por miembros del
género Streptococcus, un complejo verde compuesto por especies de
Capnocytophaga, el serotipo a de A. actinomycetemcomitans, Eikenella corrodens 'y
Campylobacter concisus y un complejo violeta compuesto por Veillonella parvula y
Actinomyces odontolyticus. Estos grupos suelen preceder a la multiplicaciéon
predominante de los complejos rojo y naranja de Gram-negativos. El complejo
naranja estd compuesto por Campylobacter gracilis, Campylobacter rectus,
Campylobacter showae, Eubacterium nodatum, subespecies de Fusobacterium
nucleatum, Fusobacterium periodonticum, Parvimonas micra, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens y Streptococcus constellatus, mientras que el complejo rojo
esta compuesto por Tannerella forsythia, P. gingivalis y Treponema denticola

(Figura 16).

A. naeslundil 2
(A. viscosus)

V. parvula
A. odontolyticus

P. gingivalis
Actinomyces T. forsythensis
T. denticola

S. mitis
S. sanguinis
S. oralis, elc.

S. noxia

A, actinomycetemcomitans b

Figura 16. Esquema de la asociacién entre especies subgingivales (adaptado de Socransky y col,

1998).
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De los seis grupos de especies bacterianas mencionados anteriormente, la
mayoria de las bacterias predominan tanto en los estados de salud como en los de
enfermedad, aunque los recuentos, las proporciones y la prevalencia varian debido
a las condiciones fisicas y biologicas que prevalecen en las distintas localizaciones
(Ximenez-Fyvie y col,, 2000; Aas y col, 2005; Paster y col., 2006; Filoche y col,,
2010).

La carga microbiana de la mucosa es relativamente baja debido a la
descamacion, a pesar de que las biopeliculas con una mayor densidad y diversidad
microbiana se encuentran en la superficie altamente papilosa de la lengua. En
contraste, los dientes permiten la acumulacién de la mayor cantidad de biomasa al
ser superficies no descamativas; las cifras mas altas y la mayor diversidad de
microorganismos se encuentran en los sitios de estancamiento que ofrezcan
proteccion contra las fuerzas de eliminacidn orales. Las fisuras en las superficies
oclusales tienen un alto nimero de bacterias aerobias, anaerobias facultativas y
sacaroliticas Gram-positivas, especialmente estreptococos, y hay pocos
microorganismos anaerobios Gram-negativos. En contraste, el surco gingival tiene
las proporciones mas altas de las bacterias proteoliticas y anaerobias obligadas,
muchos de los cuales son Gram-negativos. La saliva contiene hasta 108
microorganismos por mililitro que derivan de otras superficies orales,
especialmente la lengua (Marsh y Martin, 2009; Marsh y col.,, 2011). En una boca
sana, los recuentos de microorganismos correspondientes a la placa supragingival
pueden ser mayores que 10? en la superficie de un solo diente, y entre 103-108 en
los sitios subgingivales, en funcién de que sean surcos poco profundos o bolsas

periodontales profundas (Socransky y Haffajee, 2009).

2.5. INTERACCION ENTRE MICROORGANISMOS, COMUNICACION CELULA A CELULA Y

TRANSFERENCIA DE GENES EN LA PLACA DENTAL

En las biopeliculas, los microorganismos estan fisicamente muy préximos los

unos a los otros, e interactian en consecuencia (Figura 17).
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Figura 17. Representacion esquematica de los tipos de interaccién (inter-bacterianas y bacterias-
hospedador) que se producen en una comunidad microbiana, como la placa dental, creciendo como
biopelicula (adaptado de Marsh y col,, 2011). Las bacterias se adhieren a través de interacciones
adhesina-receptor o bien a la pelicula adquirida (derivada de la saliva o del fluido del surco
gingival) o a células ya unidas (co-adherencia). Las bacterias interactiian sinérgicamente para
metabolizar moléculas endégenas (por ejemplo, glicoproteinas). Las bacterias se comunican entre
si a través de moléculas sefializadoras difusibles, y con células del hospedador. Las células son mas
tolerantes a los agentes antimicrobianos, ya sea a causa de los atributos fisicos de la biopelicula, a
través de la transferencia de genes de resistencia o a través de proteccion por las células vecinas
que producen enzimas neutralizantes. Las células también pueden obtener una ventaja por la

produccién de moléculas inhibidoras.

Entre las bacterias orales se han descrito interacciones metabdlicas
convencionales tanto de sinergismo como de antagonismo. Hay ejemplos claros de
interacciones de sinergismo: el producto metaboélico de un organismo se convierte
en el nutriente principal para un segundo; las bacterias colaboran para catabolizar
moléculas complejas del hospedador (proteinas, glicoproteinas, etc); bacterias

anaerobias obligadas tales como P. gingivalis pueden sobrevivir en entornos

36



Introduccion

aerdbicos si se asocian y co-agregan con géneros que consumen oxigeno tales
como Neisseria. En el sentido opuesto, también se ha descrito la produccién de
compuestos inhibidores (bacteriocinas, acidos, H202, etc) para inhibir el
crecimiento de determinadas células vecinas (Marsh y col., 2011). Ademas, se han
descrito otros fenémenos metabdlicos de sefalizacién inter-bacteriana, como el
aumento de la expresion de la a-amilasa por Streptococcus gordonii en presencia
de Veillonella atypica o, como ya se ha mencionado en el capitulo anterior, una
menor tasa de formacion de biopelicula para P. gingivalis en presencia de S.
cristatus, que a través de una proteina de la superficie puede reprimir los genes

implicados en la expresion de las fimbrias de P. gingivalis (Marsh y col., 2011).

[gualmente, el fendmeno de “quorum-sensing” ha sido descrito para las
bacterias de la placa, aunque con alguna diferencia con respecto a las
generalidades descritas en el capitulo anterior y es que estudios de este fendmeno
en bacterias periodontales Gram-negativas sugieren que estos microorganismos
no poseen como principal molécula autoinductora las acilhomoserina lactonas, que
predominan en bacterias Gram-negativas del medio ambiente (Frias y col., 2001).
En su lugar, estas bacterias Gram-negativas (por ejemplo, F. nucleatum, P.
intermedia, P. gingivalis o A. actinomycetemcomitans) y varios géneros de bacterias
orales Gram-positivas poseen como molécula clave el autoinductor denominado
IA-2, que es codificada por el gen LuxS (Marsh y col, 2011). En A
actinomycetemcomitans, la sefializacién dependiente del gen LuxS induce la
expresion de la leucotoxina y de una proteina de transporte involucrada en la
adquisicién de hierro, mientras que en P. gingivalis, la detecciéon de “quorum-
sensing” dependiente de LuxS modulada actividades de hemaglutininas y
proteasas, pero no es esencial para virulencia (Marsh y col,, 2011). Incluso, se ha
podido observar como la ausencia en algunas bacterias del AI-2 puede ser
complementada por las moléculas producidas por otra (pero no todas) las
especies. Por ejemplo, el AI-2 producido por A. actinomycetemcomitans

complementa una mutacién en el gen [uxS de P. gingivalis y la secrecién de Al-2 de
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P. gingivalis podria estimular la formacion de biopeliculas por F. nucleatum, lo que
sugiere un papel importante para estas moléculas en la comunicacién intra-e inter-
especies (Marsh y col, 2011). Hay descritas otras moléculas involucradas en
“quorum-sensing” de bacterias orales: en Streptococcus mutans, la deteccién de
“quorum-sensing” esta mediada por un péptido estimulante de competencia (CSP,
por sus siglas en inglés), que aumenta la tasa de crecimiento en biopelicula entre

10 y 600 veces (Liy col., 2002).

Las bacterias orales también se comunican e interactian unas con otras en
las biopeliculas mediante transferencia horizontal de genes. Por ejemplo, la
transferencia de transposones conjugativos que codifican resistencia a la
tetraciclina entre los estreptococos ha sido demostrada in vivo e in vitro, o la
transferencia de genes entre T. denticola y S. gordonii. La presencia de islas de
patogenicidad en patégenos periodontales, tales como P. gingivalis, es también
prueba indirecta de la transferencia horizontal de genes que tiene lugar en
biopeliculas de la placa en algun tiempo lejano en el pasado, y puede explicar la
evolucién de cepas mas virulentas. Ademas, las células lisadas en las biopeliculas
podrian actuar como donantes de ADN cromos6mico, con lo cual aumenta la
oportunidad de transferencia horizontal de genes en la placa dental (Marsh y col,,

2011).

3. PLACA DENTAL Y ENFERMEDAD

Una vez que la biopelicula oral se ha formado, la composicién microbiana de
la misma se caracteriza por presentar un alto grado de estabilidad o de equilibrio,
a pesar de las tensiones ambientales a las que es sometida regularmente, como la
higiene bucal periodica, la ingesta de alimentos o los cambios diurnos en el flujo de
saliva (Marsh y col., 2011). Las bacterias responden a estos cambios ambientales a
través de los mecanismos anteriormente descritos de interacciones microbianas,
incluyendo acciones de sinergismo y antagonismo. Pero, en ocasiones, la

homeostasis microbiana puede romperse si un parametro clave para la estabilidad
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de esa comunidad supera un umbral. Una consecuencia de la alteraciéon de la
homeostasis es la reorganizacion de la estructura y la composicién de la
comunidad microbiana, y es que especies que hasta el momento estaban en menor
proporcién se hacen mas dominantes. Este cambio en la composicion de la

comunidad y actividad puede predisponer a la enfermedad (Marsh y col., 2011).

Se ha descrito como la placa dental tiene profundas implicaciones en la
etiologia y progresion de algunas de las enfermedades mas prevalentes que afectan
a los humanos, como son la caries dental y las enfermedades periodontales
(Filoche y col., 2010; Do y col,, 2013). La prevalencia de estas enfermedades orales
es muy elevada en los paises desarrollados y tiene un gran impacto econdémico,
demandando recursos médicos y sociales enormes en la prestacidn sanitaria en
todo el mundo: por ejemplo, en el caso de la caries dental, en muchos paises
alrededor del 80% de la poblacién se ve afectada (Do y col., 2013); en el caso de la
periodontitis, y concretamente en Espafia, segin la Encuesta Nacional de Salud en
Espafia en 2005, cerca del 40% de las personas entre 65-74 afios tendrian lesiones
evidentes de periodontitis, y en el grupo etario entre 35-44 afios la proporciéon
seria superior al 25% (ENSE, 2005). Por afadidura, las biopeliculas y entre ellas
los orales, se relacionan con infecciones de caracter crénico, las cuales tienen un
fuerte impacto en la calidad de vida, asi como para la salud sistémica. Las
infecciones cronicas orales han sido asociadas con, entre otras enfermedades,
diabetes, enfermedades cardiovasculares, ulceras de estbmago o cancer gastrico

(Do y col,, 2013).
3.1. PLACA DENTAL E INFECCIONES

Entre las principales enfermedades relacionadas con la placa dental destacan
la caries dental, las enfermedades periodontales y las enfermedades peri-
implantarias, que se describen a continuacién por su importancia y prevalencia.
Hay otras patologias en las que la biopelicula oral también estd implicada en el

inicio y progresion, como la infeccién pulporeriapical, halitosis, etc.
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Caries dental

El término de caries dental se utiliza para describir el resultado -signos y
sintomas- de la disolucién quimica localizada de la superficie del diente, causada
por la actividad metabdlica de las bacterias ubicadas en la biopelicula oral (o placa

dental) que cubre el area afectada (Fejerskov y col.,, 2008) (Figura 18).

Figura 18. Caries dental en adulto.

El papel de la biopelicula oral como factor etiolégico de esta enfermedad se
asigno desde el comienzo de su estudio. Ya en 1882, Walter Miller propuso como
factor mas importante en la patogenia de la misma la capacidad de un gran nimero
de bacterias bucales de producir acidos a partir de los hidratos de carbono de la
dieta. Mas adelante, en 1960, Paul Keyes establecié que la etiopatologia de la caries
obedecia a la interaccién simultanea de tres elementos o factores principales: los
microorganismos de la biopelicula oral, el sustrato y el diente. A partir de los afios
ochenta se incluiran el factor tiempo y los factores de riesgo. En 2004, Fejerskov
(2004) la denomin6é como una enfermedad infecciosa que se origina como la

consecuencia de cambios ecolégicos que se producen en la placa dental,
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conformada por microorganismos autéctonos y no por microorganismos

patdégenos oportunistas.

En la actualidad, la caries esta considerada como una enfermedad infecciosa
compleja, transmisible y multifactorial, que causa la destruccién localizada de los
tejidos dentales duros por los acidos generados por las comunidades microbianas
adheridas al diente. Las lesiones son el resultado de la disolucién del esmalte o
cemento y posteriormente de la dentina, por los acidos producidos por los
microorganismos al metabolizar los hidratos de carbono de la dieta, consecuencia
de un cambio en la ecologia y actividad metabdlica de la biopelicula. No obstante,
es importante destacar que la biopelicula oral que se forma y crece ubicuamente
en las superficies duras de la cavidad oral no va a conducir necesariamente al
desarrollo de caries dentales clinicamente visibles. Sin embargo, sera un requisito

para que se produzca la caries (Marsh y Nyvad, 2008).

Se ha intentado describir la microbiota asociada con el desarrollo de la caries.
Durante muchos afios, se han mantenido dos corrientes sobre el papel de la placa
dental en la etiologia de la caries. La “hipdtesis de placa especifica” proponia que, a
pesar de la gran variedad microbiana presente en la placa dental, solo un
microorganismo o un numero reducido de ellos, estaban involucrados en la
enfermedad. En contraste, la “hipdtesis de placa no especifica” consideraba que la
enfermedad se debia a la actividad del conjunto de los microorganismos presentes
en la placa (Marsh y Nyvad, 2008). Recientemente, se ha propuesto una hipoétesis
alternativa (“hipdtesis de la ecologia de la placa”), que recoge los elementos clave
de las dos hipétesis (Marsh, 1994 y 2003). Esta propone que la enfermedad resulta
de un cambio en el balance de la microbiota residente como consecuencia de un
cambio en las condiciones ambientales locales. En el caso de la caries dental,
situaciones con continuas bajadas de pH y un consumo frecuente de azdcar podria
favorecer el crecimiento de especies bacterianas acidogénicas y aciduricas y, por

tanto, predisponer una localizacion a la caries.
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Habitualmente, las bacterias acidogénicas y aciduricas forman parte de la
biopelicula oral, pero a pH neutro, estas bacterias son poco competitivas y se
encuentran en bajas concentraciones frente al total de microorganismos de la
biopelicula. En esta situacion, la produccién de acidos, por parte de estas bacterias,
es clinicamente insignificante o puede ser contrarrestado por otras bacterias,
estando los procesos de demineralizaciéon y remineralizaciéon en equilibrio. Si la
frecuencia de consumo de carbohidratos fermentables se incrementa y/o el flujo
salival estd dafiado, la biopelicula mantendra mas tiempo el pH por debajo del
punto critico para el proceso de demineralizaciéon (aproximadamente pH 5,5).
Ademas, esta situacion favorecera la proliferacién de bacterias acidogénicas y
aciduricas (especialmente S. mutans y lactobacilos, pero no exclusivamente), lo que
conlleva a una mayor produccién de acidos y, por tanto, de demineralizacién

(Marsh y Nyvad, 2008).

Para que una bacteria oral pueda ser considerada que juega un papel en el
desarrollo de la caries, debe poseer ciertas caracteristicas promotoras de caries

(Loesche, 1986), que incluyen:

e la capacidad de utilizar rapidamente azucares fermentables, en competicion
con otras bacterias de la placa dental, y transformarlos en acidos. Un

ejemplo es S. mutans, con numerosos sistemas de transporte de azucares;

e la capacidad de mantener el metabolismo del azucar bajo condiciones
ambientales extremas, como a pH bajos. Muy pocas bacterias son capaces
de soportar condiciones acidas por periodos prolongados de tiempo; sin
embargo, especies de los géneros estreptococo y lactobacilo no solo
mantienen su viabilidad a pH bajos, sino que esta situacion favorece su
crecimiento. Esta capacidad se debe a su capacidad de mantener un
ambiente intracelular favorable, la posesion de enzimas con una zona de
trabajo 6ptima a pH acido, y la producciéon de proteinas especificas de

respuesta a estrés acido;
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e la produccidén de polisacaridos extracelulares y polisacaridos intracelulares
(IPS). Los EPS incluyen glucanos y fructanos, que, ademas de dar soporte
estructural a la biopelicula, ayudan a acumular acidos en sitios concretos y
actuian como fuente de carbohidratos en situaciones de escasez. Los IPS
podran ser usados por las bacterias para la producciéon de energia y
convertirlos en acidos cuando no estan disponibles aztcares en la cavidad

oral, y de esta manera mantener periodos de pH bajos en la biopelicula.

Como se ha comentado, otros factores van también a contribuir al desarrollo
de la caries. Por un lado, pueden existir determinadas caracteristicas anatomicas
que influyan en que un diente o superficie dentaria sea mas susceptible a la caries
(las fosas y fisuras pueden ser mas profundas y estrechas o presentar defectos
morfoldgicos; una incorrecta disposicion de los dientes en las arcadas; la presencia
de aparatos fijos o removibles de ortodoncia o de protesis, etc). Junto a los dientes,
la saliva es otro factor implicado en la etiologia de la enfermedad. Esta representa
un papel protector, ya que ejerce una labor de autolimpieza y aclaramiento, tiene
una alta capacidad tampon, influye en la remineralizacion por su alto contenido en
calcio y fosfato y es rica en factores antimicrobianos (inmunoglobulinas, lisozimas,
etc). Una reduccion de la secrecién salivar provocara cambios en la microbiota
oral, que junto con la disminucién de su papel protector, aumenta el riesgo de
caries. Y, finalmente, otro facto relevante es la dieta: ya se ha detallado el papel
crucial de los hidratos de carbono, y especialmente los azlcares (sacarosa,

fructosa, glucosa y lactosa) en el inicio y desarrollo de la enfermedad.
Enfermedades periodontales

La placa dental juega un papel fundamental en el inicio y progresion de estas
enfermedades. Las enfermedades periodontales son infecciones causadas por
microorganismos que colonizan la superficie dentaria, o placa dental, en el margen
gingival o por debajo de él, afectando a los tejidos de soporte del diente, el

periodonto (Figura 19).
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Figura 19. Periodontitis crénica.

La Tabla 1 muestra la clasificacion de las enfermedades que afectan al

periodonto, atendiendo a lo establecido en el “International Workshop for a

Classification of Periodontal Diseases and Conditions” de 1999 (Armitage, 1999).

Tabla 1. Clasificaciéon de las enfermedades y lesiones periodontales establecidas en el

“International Workshop for a Classification of Periodontal Diseases and Conditions” de 1999

(Armitage, 1999).

I. Enfermedades gingivales
Enfermedades gingivales inducidas por placa*

Enfermedades gingivales no inducidas por placa

V. Enfermedades periodontales necrosantes
Gingivitis ulcerativa necrosante

Periodontitis ulcerativa necrosante

II. Periodontitis cronica
Localizada

Generalizada

VI. Abscesos del periodonto
Absceso gingival
Absceso periodontal

Absceso pericoronario

III. Periodontitis agresiva**
Localizada

Generalizada

VII. Periodontitis relacionadas con lesiones
endodonticas

Lesion endodontica-periodontal
Lesion periodontal-endodéntica

Lesion combinada

IV. Periodontitis como manifestaciones de
enfermedades sistémicas

VIII. Malformaciones y lesiones congénitas o
adquiridas

*Estas enfermedades pueden presentarse en un periodonto que no perdié insercién o en uno con
pérdida de insercion estabilizada y que no avanza.

**La periodontitis agresiva también puede clasificarse segin su extension e intensidad.
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La busqueda de los agentes etiologicos de las enfermedades periodontales ha
ido progresando durante mas de un siglo. Hasta mediados de la década de 1960, se
mantenia una corriente de pensamiento a la que se denominé “hipdtesis de la placa
no especifica” que postulaba como causa de las enfermedades periodontales a
algin defecto constitucional del paciente, al trauma oclusal, a la atrofia por desuso
0 a alguna combinacién de estos factores. Se consideraba que las bacterias no eran
mas que invasores secundarios en este proceso o que, a lo sumo, contribuian a la
inflamacion observada en la destruccion periodontal (Lang y col., 2009). Si bien los
microorganismos se acumulaban en el margen gingival o por debajo de él
produciendo acidos, endotoxinas y antigenos que conducian a la inflamacién, que a
su vez ocasionaba destruccion del tejido periodontal, se pensaba que las bacterias
desempefiaban un papel de agentes causales inespecificos en la etiologia de la

periodontitis.

Mas tarde, varios estudios realizados a finales de 1960 sugirieron la idea de
la especificidad en la etiologia microbiana de las enfermedades periodontales. Se
acepto, en términos generales, que la placa bacteriana estaba vinculada de algun
modo con las enfermedades periodontales en humanos. Se pensaba que el hecho
desencadenante de mayor importancia en la periodontitis era el aumento de
volumen de la placa bacteriana, posiblemente acompafiado por una disminucion de
la resistencia del hospedador. Una serie de investigaciones condujeron al
reconocimiento de las diferencias de composiciéon de la placa bacteriana entre un
individuo y otro, y entre distintos sitios del mismo individuo (Lang y col., 2009). Se
demostré que la composicion microbiana de la placa subgingival tomada de
localizaciones clinicamente afectadas diferia sustancialmente de la de las muestras
obtenidas de localizaciones sanas en sujetos con periodontitis juvenil localizada
(ahora denominada, agresiva localizada) (Newman y col., 1976; Slots, 1976). Se
reconocié que no todos los tejidos inflamados (gingivitis) evolucionaban hacia una
destruccién tisular activa con pérdida de insercion (periodontitis), asumiéndose la

“hipdtesis de la placa especifica”. Esta sugiere que solo ciertos microorganismos de
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la placa son patogenos, y que la patogenicidad depende del sobrecrecimiento o
seleccion de los microorganismos mas virulentos, proponiendo como posibles
patdgenos a algunos de los microorganismos hallados regularmente en las lesiones
periodontales en concentraciones elevadas en comparacion con las observadas en
situaciones de salud clinica. Seguin esta teoria, la periodontitis seria el resultado de
noxas celulares causadas por patogenos especificos, las que provocarian

respuestas inflamatorias e inmunes del hospedador (Thomas y Nakaishi, 2006).

La etiologia de las enfermedades periodontales se considera, hoy en dia,
como multifactorial. El factor primario son los patégenos periodontales. Los
microorganismos causantes de las enfermedades periodontales residen en las
biopeliculas depositadas sobre los dientes o sobre las superficies epiteliales. Las
relaciones ecolégicas entre la flora microbiana periodontal y su hospedador son,
en términos generales, benignas. En muchos individuos no se percibe dafio de las
estructuras de sostén dentario en ningin momento. Sin embargo, en ocasiones,
estos microorganismos participan en la iniciacion y progresion de la enfermedad.
Se piensa que la progresion de la periodontitis depende de la existencia simultanea
de varios factores (Socransky y Haffajee, 1992 y 1993). El hospedador debe ser
susceptible, tanto desde el punto de vista sistémico como local. El medio local debe
contener especies bacterianas que promuevan la infeccion o que, al menos, no
inhiban la actividad del patogeno y, ademas, tiene que conducir a la expresion de
los factores de virulencia del patégeno. Numerosos factores ambientales o del
hospedador repercuten sobre la iniciacién y la velocidad de progresion de las
enfermedades periodontales. Estos factores incluyen defectos en la cantidad o la
funcién de los leucocitos polimorfonucleares, respuestas inmunitarias mal
reguladas, el habito de fumar, la dieta y diversas enfermedades sistémicas

(Socransky y Haffajee, 2009).

Para que un patdégeno periodontal cause enfermedad es esencial que sea
capaz de colonizar el drea subgingival. Para colonizar localizaciones subgingivales

(Socransky y Haffajee, 2009), una especie debe:
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e adherirse a una o mas superficies disponibles, como por ejemplo el diente
(o sustancias unidas al diente), el surco, el epitelio de la bolsa o a otras
especies bacterianas adheridas a esas superficies, esto es, a la biopelicula

bacteriana;

e multiplicarse: el surco gingival y la bolsa periodontal constituyen un medio
poco favorable para las especies bacterianas que lo habitan. La temperatura
de esta zona oscila entre los 30 y 382C (Haffajee y col., 1992), con lo que
microorganismos termofilos y psicroéfilos tienen dificultad en colonizar esta
area. El pH es bastante restringido (7,0-8,5) y para numerosas especies
microbianas este rango es inaceptable (Cimasoni, 1983). El ambiente fisico
selectivo del area del surco gingival se acompafia de una disponibilidad
limitada de nutrientes, cuya fuente son: la dieta, el hospedador y otras

especies subgingivales;
e competir satisfactoriamente contra otras especies que deseen ese habitat;

e superar los mecanismos de defensa del hospedador. Para colonizar un sitio
subgingival una especie bacteriana debe superar varios obstaculos

provenientes del hospedador entre los que figuran:

- el flujo de saliva y el liquido gingival asi como el desplazamiento

mecanico provocado por la masticacion y la fonacidn;

- los anticuerpos especificos, glucoproteinas salivales, mucinas y prolina
rica en proteinas que contienen la saliva y el liquido gingival, que
pueden actuar como agentes de bloqueo inespecifico de las células

bacterianas a las superficies del hospedador;

- una vez que la célula bacteriana se une a la superficie del area
subgingival, los anticuerpos especificos de dicha area podrian tornar a

las bacterias susceptibles a diversos mecanismos de fagocitosis o
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destruccién. Los leucocitos polimorfonucleares afectan a las especies
bacterianas mediante fagocitosis o por liberacion de sus enzimas

lisosémicas en el surco o en la bolsa;

- cuando una especie bacteriana penetra en el tejido conjuntivo
subyacente ha llegado a la zona en la que los mecanismos de defensa
del hospedador son mas poderosos. Los macréfagos y diversos tipos de

linfocitos se unen a los leucocitos polimorfonucleares y anticuerpos.

Ademas, para que un patégeno periodontal cause enfermedad es esencial que
sea capaz de producir factores que lesionen directamente el tejido del hospedador
o que lleven al propio hospedador a lesionar sus tejidos (Socransky y Haffajee,
2009). Las sustancias microbianas que causan dafio en los tejidos periodontales
pueden englobar sustancias que dafan las células tisulares (como el sulfuro de
hidrégeno), sustancias que determinan que las células liberen sustancias
biolégicamente activas (como los lipopolisacaridos) y sustancias que afecten a la
matriz intercelular (como la colagenasa). Ademas, los factores que afectan a las
células que intervienen en los mecanismos de defensa del hospedador pueden
inhibir las respuestas protectoras o llevar a la produccion de sustancias que
lesionen directamente los tejidos. Asi, por ejemplo, las enzimas producidas por
especies subgingivales son capaces de degradar casi todas las macromoléculas
halladas en los tejidos periodontales. El patogeno periodontal P. gingivalis es un
claro ejemplo de ello, dado que produce una amplia gama de proteasas entre las

que se incluyen las que degradan el colageno, inmunoglobulinas y fibronectina.

El informe de consenso del “Workshop” Mundial de Periodoncia de 1996
concluyé que A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y T. forsythia eran patégenos
periodontales con asociacién calificada como fuerte como agentes etiolégicos de
las periodontitis. Ademadas, cabe destacar el papel en la patogenia de las
periodontitis de otros microorganismos como son diferentes especies de

espiroquetas, P. intermedia, F. nucleatumy C. rectus (Socransky y Haffajee, 2009).
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Enfermedades peri-implantarias

En las ultimas décadas, el uso de implantes dentales como recurso para
sustituir dientes naturales perdidos por caries, traumatismos o enfermedades
periodontales, ha supuesto un gran adelanto en el tratamiento de pacientes
edéntulos o parcialmente edéntulos. Sin embargo, estos implantes no estan
exentos de problemas a medio y largo plazo, destacando la apariciéon de
enfermedades peri-implantarias (Berglundh y col,, 2002). Las enfermedades peri-
implantarias incluyen aquellos procesos inflamatorios en los tejidos que rodean un
implante (Albrektsson e Isidor, 1994), y podemos distinguir: la mucositis peri-
implantaria, que consiste en una inflamacion reversible en los tejidos blandos que
rodean un implante en funcionamiento; y la peri-implantitis en la que, ademas de

inflamacién, hay pérdida de hueso peri-implantario (Zitzmann y Berglundh, 2008).

Se postula que las enfermedades peri-implantarias tienen origen infeccioso y
naturaleza inflamatoria y estan causadas por bacterias presentes en las
biopeliculas orales, tanto sobre las superficies de los implantes como en los tejidos
blandos peri-implantarios (Lang y Berglundh, 2011). Cuando se coloca un implante
en la cavidad oral se proporciona una superficie nueva y diferente desde el punto
de vista fisico para la colonizacion de microorganismos. Al igual que ocurre sobre
los dientes naturales, una vez que se expone el implante en la cavidad oral, se
formara sobre la superficie del mismo una pelicula adquirida. Esta pelicula actuara
como substrato para la colonizacién bacteriana, que ocurrird en tan solo 30
minutos desde la exposicion de la superficie implantaria; la biopelicula, a
continuacién, evolucionara hasta la madurez, siguiendo las directrices ya

comentadas (Flrsty col., 2007).

Al igual que en el periodonto sano alrededor de un diente natural, los
microorganismos asociados con implantes sanos son predominantemente cocos y
bacilos Gram-positivos. Las especies dominantes son miembros del complejo

amarillo y purpura, ademas de miembros independientes como A. naeslundii o
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Actinomyces viscosus. Las bacterias Gram-negativas estaran en menor proporcion,
representadas principalmente por miembros de los complejos naranja, rojo y
verde (P. intermedia, P. gingivalis, T. forsythia, P. nicrescens y C. rectus) (Quirynen y
col,, 2006; Flrsty col,, 2007; Lee y Wang, 2010; Kumar y col.,, 2012; Do Nascimento
y col,, 2013). El adecuado sellado permucoso del tejido blando a la superficie del
implante protege la base del surco contra la penetraciéon de sustancias extrafas.
Con la pérdida de este sellado inicial, la mucosa peri-implantaria podra progresar
desde la salud hasta la mucositis y, en algunos casos, a la peri-implantitis. En este
momento, la microbiota alrededor del implante va cambiando, predominando
ahora las bacterias Gram-negativas anaerobias. Los implantes fracasados se
caracterizan por presentar una alta proporcién de miembros del complejo rojo (P.
gingivalis, T. denticola y T. forsythia) y del naranja (P. intermedia y F. nucleatum),
asi como A. actinomycetemcomitans y E. corrodens. De hecho, la principal diferencia
entre salud y enfermedad se asocia a la mayor proporciéon de Actinomyces, y
miembros del complejo rojo y naranja. Otros microorganismos como S. aureus,
Candida albicans o enterobacterias han sido también asociados a la peri-implantitis
(Quirynen y col., 2006; Shibli y col., 2008; Tabanella y col., 2009; Lee y Wang, 2010;
Kumary col., 2012).

Los tejidos peri-implantarios se comportaran de una manera muy similar a
los periodontales frente a la agresion bacteriana, con la subsiguiente formacion de
una placa subgingival con todos los factores de virulencia, la respuesta del

hospedador, etc (Lee y Wang, 2010; Lang y Berglundh, 2011).

3.2. REPERCUSIONES SISTEMICAS DE LAS BIOPELICULAS ORALES

Durante siglos, los médicos y los odontdlogos creian que las bacterias que
cubrian los dientes, esto es, la placa dental, y las consiguientes enfermedades
infecciosas, como caries, gingivitis y periodontitis, eran focos de infeccién que
conducian a una amplia variedad de alteraciones sistémicas (van Winkelhoff y

Slots, 1999; O’Reilly y Claffey 2000). Ya en la antigua Grecia, Hip6crates informé de
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la curacion de un caso de artritis mediante la extraccibn de un diente
(Baumgartner, 2008). En 1891, Willoughby Miller hizo hincapié en la posibilidad
de que microorganismos orales diseminados a localizaciones no orales pudieran
producir enfermedad, tales como otitis, osteomielitis, septicemia, piemia,
trastornos del aparato digestivo, noma, difteria, tuberculosis, sifilis y muguet
(O'Reilly y Claffey, 2000). Tras estas afirmaciones, las siguientes décadas fueron
testigos de un temor a las infecciones focales de origen bucal, llegando a
proponerse por parte de algunos clinicos, como el médico britdnico William
Hunter, las intervenciones dentales drasticas (exodoncias) para evitar la sepsis
inducida por via oral. Surgié entonces, en 1911, el concepto de “infecciéon focal
oral”, que calificaba a ciertas bacterias presentes en la placa dental, o a sus toxinas,
como factores de riesgo de varias afecciones sistémicas (Williams y Paquette,
2009). Sin embargo, durante las décadas que siguieron poco se tuvo en cuenta la
posibilidad de infeccidn focal oral, excepto para los pacientes con riesgo de sufrir
quiza endocarditis infecciosa y tal vez para los individuos severamente

inmunocomprometidos.

A pesar de los informes anecd6ticos de mejora de las enfermedades no orales
tras el seguimiento de un tratamiento dental o la extraccién de un diente, el
concepto de infeccidon focal oral sigue siendo controvertido debido a la falta de
pruebas irrefutables sobre el origen de la infecciéon o del microorganismo, o bien
de la toxina, que produce la enfermedad. En la actualidad, con el avance de técnicas
aplicadas en microbiologia, se ha demostrado que el habitat que algunas de las
bacterias orales es Unicamente la cavidad oral, lo que ha abierto una nueva via de
investigacion acerca de la infeccion focal oral, y es que la cavidad oral actuaria
como el lugar de origen de la difusién de microorganismos patégenos a sitios
distantes del cuerpo. Se han detectado bacterias orales, entre otras localizaciones,
en placas aterosclerédticas, valvulas cardiacas o aneurismas adrticos,
principalmente de las especies A. actinomycetemcomitans, T. denticola y P.

gingivalis (Pucary col., 2007; Figuero y col., 2011).
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La ciencia emergente propone a la periodontitis como posible factor de
riesgo de varias afecciones sistémicas, a saber, enfermedades cardiovasculares,
diabetes mellitus, enfermedades pulmonares y causas de efectos adversos sobre el
embarazo (van Winkelhoff y Slots, 1999; Singh y col., 2000; Williams y Paquette,
2009; Parahitiyawa y col., 2009; Kebschull y col.,, 2010). Ademas, los tratamientos
odontolégicos y las actividades orales cotidianas pueden ser las causantes de una
diseminacién hematogena de bacterias periodontopatdgenas. Numerosos trabajos
cientificos avalan la incidencia de bacteriemia después de procedimientos
dentales, como extracciones, endodoncias, cirugias periodontales o raspado
radicular (Li y col, 2000; Castillo y col., 2011). En las tultimas guias publicadas por
la Sociedad Britanica de Antimicrobianos y quimioterapia (Gould y col., 2006), la
Asociacion Americana del Corazén (AHA) (Wilson y col, 2007), el Instituto
Nacional para la Salud y Excelencia Clinica (NICE) del Reino Unido (Instituto
Nacional para la Salud y la Excelencia Clinica, 2008), y la Sociedad Europea de
Cardiologia (2009), se concede importancia a las bacteriemias post-tratamientos y

las debidas a las actividades orales diarias, como el cepillado y la masticacion.

Sin embargo, para que la hipoétesis no caiga en descrédito por segunda vez, no
deben hacerse atribuciones sin base de sustentacidn, ni teorias sin pruebas. La era
actual de la medicina y la odontologia basadas en la evidencia provee un excelente
entorno en el cual examinar las posibles relaciones entre infecciones bucales y

trastornos sistémicos (Mealey y Klokkevold, 2009).

Se han propuesto tres vias que vinculan las infecciones orales con infecciones

secundarias no orales (Li y col., 2000):

e Infecciéon metastasica: como se menciondé anteriormente, las infecciones
orales y procedimientos dentales pueden causar bacteriemia transitoria, y
es que generalmente los microorganismos que consiguen acceder al
torrente sanguineo son eliminados por el sistema reticuloendotelial en

cuestion de minutos. Sin embargo, si los microorganismos encuentran
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condiciones favorables, pueden alcanzar un 6rgano determinado, y después

de un lapso de tiempo, incluso multiplicarse.

Lesion metastasica: algunas bacterias Gram-positivas y Gram-negativas
tienen la habilidad de producir proteinas difusibles, o exotoxinas, las cuales,
cuando acceden al hospedador, desencadenan un gran nuUmero de

manifestaciones patolégicas.

Inflamacién metastasica: antigenos solubles pueden acceder al torrente
sanguineo, reaccionar con anticuerpos especificos y formar un
inmunocomplejo que puede dar lugar a una variedad de reacciones

inflamatorias agudas y crénicas en los sitios de deposicidn.

En la Tabla 2, adaptada de Li y col,, 2000, se enumeran las posibles vias de

infecciones orales y las enfermedades no orales relacionadas.

Tabla 2. Posibles vias de infecciones orales y las enfermedades no orales relacionadas.

Via para la infeccion oral

Posible enfermedad no oral

Infeccion metastasica desde la cavidad oral
via bacteriemia transitoria

Endocarditis infecciosa subaguda y aguda,
miocarditis bacteriana, absceso cerebral, trombosis
del seno cavernoso, sinusitis, absceso/infeccién
pulmonar, angina de Ludwig, celulitis orbitaria,
ulceras en la piel, osteomielitis, infeccion de la
articulacién protésica

Lesiéon metastasica por la circulacion de
toxinas de microorganismos orales

Infarto cerebral, infarto agudo de miocardio,
resultado anormal embarazo, pirexia persistente,
neuralgia del trigémino idiopatica, sindrome del
shock toxico, fallos en el sistema celular
granulocitico, meningitis crénica

Inflamacién metastasica causada por lesién
inmunolégica de microorganismos orales

Sindrome de Behcet, urticaria croénica, uveitis,
enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedad
de Crohn.
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4. CONSTRUYENDO UNA BIOPELICULA. MODELOS IN VITRO DE BIOPELICULA

ORAL

Como ya se ha comentado, el medio ambiente oral humano es un nicho
complejo en el que los microorganismos de los tres dominios de la vida se
encuentran formando biopeliculas, y donde las bacterias constituyen el
componente mas abundante y diverso, con aproximadamente 1200 taxones
bacterianos presentes. Pese a que numerosos estudios de investigaciéon estan
aplicando y desarrollando nuevas técnicas de cultivo y de biologia molecular como
parte de un esfuerzo para describir el microbioma oral, todavia estamos en los
escalones de entrada en términos de la comprension del funcionamiento de estas
comunidades microbianas organizadas en biopelicula. Por ende, la biopelicula oral,
concretamente la placa dental, es el agente etiolégico de algunas de las
enfermedades mas prevalentes del ser humano, como son las enfermedades
periodontales y la caries, ademas de estar relacionado con enfermedades
sistémicas. A todo esto se suma la resistencia de las bacterias en biopelicula a
tratamientos antimicrobianos, que es casi 1000 veces superior que en estado

planctonico.

Esta descrito en la literatura cientifica como diversos grupos de investigacion
han creado modelos que representen a la biopelicula oral, que faciliten el estudio
en profundidad de su estructura, la dindmica de la comunidad microbiana que
albergan, los determinantes ecologicos que marcan pautas en su formacion y

desarrollo, o su posible susceptibilidad o resistencia a agentes antibacterianos.

Con este fin se han aplicado distintas tecnologias, que combinan diferentes
tipos de inoculos bacterianos de partida y mecanismos de generacidon. Entre los
distintos tipos de inoculos bacterianos se han descrito férulas parciales que se
insertan en pacientes, placa dental de pacientes como inoculo, o consorcios

definidos de especies bacterianas. En cuanto a la dindmica del sistema, se han
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propuesto modelos en modo estatico, utilizando placas de cultivo, o en modo
dindmico, basados en biogeneradores (Netuschil y col., 1998; Wecke y col., 2000;
Pratten y col., 2000; Guggenheim y col., 2001; Auschill y col., 2001; Takeuchi y col,,
2004, Eick y col., 2004; Foster y col., 2004; Kuramitsu y col., 2005; Hope y Wilson,
2006; Diaz y col., 2006; Walker y Sedlacek, 2007; Tamura y col., 2008; Periasamy y
Kolenbrander, 2009; Dige y col,, 2009; Amman y col., 2012). Sin embargo, son
pocos los modelos multiespecies descritos hasta el momento que reproduzcan las
condiciones ambientales de la placa dental, dado que la mayoria no tienen una

distribucién de especies representativas.
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Justificacion, Hipotesis y Objetivos

1. JUSTIFICACION

Es necesario estudiar el comportamiento de las bacterias orales en
biopelicula para poder establecer estrategias terapéuticas adecuadas a las
enfermedades derivadas de su accion. Teniendo en cuenta que resulta muy dificil
la investigacion de las biopeliculas orales in vivo, asi como conseguir un modelo de
placa oral reproducible desde placa recogida de pacientes, y que son pocos los
modelos multiespecies disponibles que reproduzcan las condiciones ambientales
de la placa dental, consideramos de interés desarrollar un modelo de biopelicula
oral in vitro, sencillo de manejar y reproducible, en el que se incluyan las
principales bacterias periodontopatdégenas, y que nos permita estudiar, mediante
la puesta a punto de técnicas metodolégicas basadas en biologia molecular, la
dindmica de la comunidad microbiana que alberga, los determinantes ecolégicos
que marcan pautas en su formacidn y desarrollo, o su posible susceptibilidad o

resistencia a agentes antibacterianos.

2. HIPOTESIS

Partiendo de las directrices que describen in vivo la formaciéon y desarrollo de
la placa dental, se va a desarrollar un modelo in vitro de biopelicula oral, que sea
reproducible y sencillo de manejar, inoculando bacterias representativas de la
placa dental en un medio ambiente fisico-quimico similar a las condiciones
ambientales de la cavidad oral. El modelo permitird mejorar el conocimiento de
estas comunidades y evaluar su posible susceptibilidad o resistencia a agentes

antibacterianos, sin los problemas éticos que supone trabajar con pacientes.

3. OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo fueron:
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1. Desarrollar y validar un modelo experimental de biopelicula oral in vitro, que
sea reproducible y sencillo de manejar, que simule la composiciéon de la
microbiota subgingival, y que permita estudiar tanto su estructura como su
evolucion a lo largo de todas sus fases de desarrollo, desde los primeros pasos

de colonizacién hasta la madurez.

2. Evaluar la posibilidad de usar la técnica de bioluminiscencia procedente de la
molécula adenosin trifosfato (ATP, por sus siglas en inglés) para una valoracion
cuantitativa de la vitalidad bacteriana en el modelo de biopelicula oral, y
compararlo con el método de cultivo estandar, para testar la resistencia de las

bacterias incluidas en la biopelicula frente a agente antibacterianos.

3. Evaluar la utilidad de la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa en la
modalidad cuantitativa a tiempo real (qPCR, por sus siglas en inglés)
combinada con monoazida de propidio (PMA, por sus siglas en inglés) para el
analisis de la vitalidad de A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis en estado

plancténico.

4. Evaluar la eficacia de la técnica combinada de qPCR y PMA en el modelo in vitro
de biopelicula oral para analizar la vitalidad de A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis, F. nucleatum y bacterias totales en estado de biopelicula, tras la

exposicion a un agente antibacteriano.
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Los materiales y métodos, al igual que los resultados de las investigaciones
realizadas en la presente tesis, han sido publicados como articulos cientificos
originales en cuatro publicaciones independientes en las revistas cientificas
Journal of Periodontal Research y Medicina Oral, Patologia Oral y Cirugia Bucal con

las siguientes referencias:

1. Sanchez MC, Llama-Palacios A, Blanc V, Le6n R, Herrera D, Sanz M. Structure,
viability and bacterial kinetics of an in vitro biofilm model using six bacteria from

the subgingival microbiota. Journal of Periodontal Research 2011; 46:252-260.

2. Sanchez MC, Llama-Palacios A, Marin M], Figuero E, Le6n R, Blanc V, Herrera D,
Sanz M. Validation of ATP bioluminescence as a tool to assess antimicrobial effects
of mouthrinses in an in vitro subgingival-biofilm model. Medicina Oral, Patologia

Oral y Cirugia Bucal 2013; 18:e86-92.

3. Sanchez MC, Marin M], Figuero E, Llama-Palacios A, Herrera D, Sanz M. Analysis
of viable versus dead Aggregatibacter actinomycetemcomitans and Porphyromonas
gingivalis using selective quantitative real-time PCR with propidium monoazide.

Journal of Periodontal Research 2013; 48: 213-220.

4. Sanchez MC, Marin M], Figuero E, Llama-Palacios A, Le6n R, Blanc V, Herrera D,
Sanz M. Quantitative real-time PCR combined with propidium monoazide for the
selective quantification of viable periodontal pathogens in an in vitro subgingival

biofilm model. Journal of Periodontal Research 2013; doi: 10.1111/jre.12073.
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1.ESTUDIO 1

Sanchez MC, Llama-Palacios A, Blanc V, Leon R, Herrera D, Sanz M. Structure,
viability and bacterial Kinetics of an in vitro biofilm model using six bacteria
from the subgingival microbiota. Journal of Periodontal Research 2011;
46:252-260.

RESUMEN

Antecedentes y objetivo: hay muy pocos modelos in vitro descritos en la
literatura cientifica que permitan estudiar la estructura, formacién y evolucién de
una biopelicula subgingival. El objetivo de este estudio fue desarrollar y validar un
modelo de biopelicula in vitro, seleccionando bacterias representativas de la

microbiota subgingival.

Material y Método: se utilizaron seis bacterias de referencia para generar la
biopelicula sobre discos ceramicos estériles de hidroxiapatita calcica (HA),
cubiertos con saliva, en placas multipocillo de cultivo celular. Las bacterias
seleccionadas representan colonizadores primarios (S. oralis y A. naeslundii),
tempranos (V. parvula), secundarios (F. nucleatum) y tardios (P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans). La estructura de la biopelicula se analizé usando una
técnica vital de fluorescencia combinada con microscopia laser confocal (CLSM,
por sus siglas en inglés). La cinética bacteriana de la biopelicula se estudio
mediante el andlisis del polimorfismo en la longitud del fragmento terminal de

restriccion (T-RFLP, por sus siglas en inglés).

Resultados: después de 12 h, los primeros microorganismos detectados en la
superficie de los discos de HA fueron los colonizadores primarios y tempranos. El
colonizador secundario F. nucleatum no fue detectado en el modelo hasta pasadas

24 h de incubacion. Los colonizadores tardios P. gingivalis y A.
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actinomycetemcomitans pudieron ser detectados en la biopelicula después de 48 h
de incubacién. La biopelicula alcanza la madurez entre las 72 y 96 h de inoculacion,
con un incremento de la vitalidad bacteriana desde la superficie del disco de HA

hacia la parte central de la biopelicula.
Conclusion: el estudio ha permitido el desarrollo y validaciéon de un modelo de

biopelicula oral in vitro, demostrando un patrén de colonizaciéon bacteriana y

maduracion similar al desarrollo in vivo de la biopelicula subgingival.
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Background and Objective: There are few in vitro models available in the scientific
literature for study of the structure, formation and development of the subgingival
biofilm. The purpose of this study was to develop and validate an in vitro biofilm
model, using representative selected bacteria from the subgingival microbiota.

Material and Methods: Six standard reference strains were used to develop bio-
films over sterile ceramic calcium hydroxyapatite discs coated with saliva within
the wells of presterilized polystyrene tissue culture plates. The selected species
represent initial (Streptococcus oralis and Actinomyces naeslundii), early (Veillo-
nella parvula), secondary (Fusobacterium nucleatum) and late colonizers (Por-
phyromonas gingivalis and Aggregatibacter actinomycetemcomitans). The structure
of the biofilm obtained was studied using a vital fluorescence technique in con-
junction with confocal laser scanning microscopy. The biofilm bacterial kinetics
were studied by terminal restriction fragment length polymorphism analysis.

Results: After 12 h, initial and early colonizers were the first microorganisms
detected adhering to the calcium hydroxyapatite discs. The intermediate colonizer
F. nucleatum was not detected in the model until 24 h of incubation. Late colo-
nizers A. actinomycetemcomitans and P. gingivalis could be measured inside the
biofilm after 48 h. The biofilm reached its steady state between 72 and 96 h after
inoculation, with bacterial vitality increasing from the hydroxyapatite surface to
the central part of the biofilm.

Conchision: An in vitro biofilm model was developed and validated, demonstrating

a pattern of bacterial colonization and maturation similar to the in vivo devel-
opment of the subgingival biofilm.
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The human oral cavity is a complex  soft tissue surfaces to adhere, hence to

ecological environment where micro-
organisms, bathed in a liquid medium
(saliva), have access to both hard and

develop biofilms. Human dental pla-
que is a dynamic and complex biofilm
where bacteria from saliva are adhered
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to tooth surfaces, embedded in a
matrix of polymers. The development
and maturation of dental plaque as a
biofilm has profound implications in
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the etiology and progression of the
most prevalent infections affecting hu-
mans, namely, dental caries and peri-
odontal diseases (1).

Numerous studies have attempted to
describe the bacterial composition of
dental plaque in both healthy and dis-
eased subjects. reporting the presence
of hundreds of microbial species orga-
nized in communities (2-4). The num-
ber of bacterial species is currently
undetermined and becomes increas-
ingly higher as advances in molecular
techniques allow for more specific
identification profiles (5-9). Dental
plaque usually develops at stagnant
sites between teeth (approximal sur-
faces). in the pits and fissures on the
occlusal surfaces of molars and pre-
molars or at the tooth—gingival inter-
face (gingival crevice). Dental plaque
in approximal surfaces as well as in pits
and fissures usually evolves into a
cariogenic with  high
proportions of streptococci and lacto-
bacilli species. At the tooth-gingival
interface. in periodontal health, gram-
positive bacteria dominate the compo-
sition of the supragingival plaque, with
high proportions of streptococci spe-
cies. As gingival inflammation devel-
ops (gingivitis), this microbiota evolves
to a more complex composition, with
increasing proportions of gram-nega-
tive, anaerobic bacteria species. When
the periodontal (periodontal
pocket) is established, there is a clear
predominance of high proportions of
gram-negative anaerobic species, such
as Porphyromonas gingivalis, Actino-
myces spp., Tannerella forsythia and
Treponema denticola (2-4,10).

The composition of these oral bio-
films has been studied using different
bacterial identification methods, but
there is. however, a lack of adequate
knowledge of its structure, community
dynamics and ecological determinants.
This is probably due to the inherent
heterogeneity and structural complex-
ity of these biofilms and to the diffi-
culties of studying in vivo dental plaque
in health and disease. In order to
overcome some of these difficulties,
simplified in vitro models have been
developed with the objective of study-
ing the most salient features of these
bacterial communities (11). With the

microbiota,

lesion

An in vitro subgingival biofilm model

purpose of mimicking the supragingi-
val plaque biofilm, several investiga-
tors have developed specific-species
biofilm models. using either microtitre
plates or flow cell assays (12-14), by
constructing oral devices (splints) car-
ried by subjects that allow plaque
accumulation (15-18). or by using a
constant-depth film fermenter once
dental plaque is inoculated (11,19,20).
There are, however, few models
available in the scientific literature for
study of the structure, formation and
development of subgingival plaque.
Some attempts have been made by
placing inserts of different materials
into periodontal pockets of peri-
odontitis patients (21,22), or by using
dispersed subgingival plaque or a
selection of specific subgingival bacte-
ria, in microtitre plate assays or in the
constant-depth film fermenter systems
(14.20.23-25). Very few of these stud-
ies, however, have provided accurate
information on how subgingival pla-
que matures over time and the
sequence of events that occurs in the
development of a steady-state biofilm.
The purpose of this study was, there-
fore, to develop and validate an in vitro
biofilm model aiming to simulate the
composition of the subgingival micro-
biota, comprising initial (Streptococcus
oralisand A ctinomyces naeshndii), early
(Veillonella parvula), secondary (Fuso-
bacterium nucleatum) and late coloniz-
ers (P. gingivalis and Aggregatibacter
actinomycetemcomitans). Moreover, we
attempted to study its structure and
dynamics using both morphological
(confocal laser scanning microscopy;
CLSM) and molecular approaches
(terminal restriction fragment length
polymorphism; T-RFLP).

Material and methods

Bacterial strains

Standard reference strains of S. oralis
CECT 907T, V. parvula NCTC 11810,
A. naeslundii ATCC 19039, F. nuclea-
tum DMSZ 20482, A. actinomycetem-
comitans DSMZ 8324 and P. gingivalis
ATCC 33277 were used in this study.
Bacteria were grown on blood agar
plates (blood agar oxoid no. 2; Oxoid,
Basingstoke, UK). supplemented with
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5% (v/v) sterile horse blood (Oxoid),
5.0 mg/mL hemin (Sigma, St Louis,
MO, USA) and 1.0 mg/mL menadione
(Merck, Darmstadt, Germany) in
anacrobic conditions (10% H,, 10%
CO, and balance N,) at 37°C for
24-72 h.

Growth kinetics of standard
reference strains

Each of the six standard referencestrains
was grown in modified brain-heart
infusion medium by anaerobic incuba-
tion at 37°C for 24-72 h. This protein-
rich medium contains brain-heart infu-
sion (Becton, Dickinson and Company:
Becton, Dickinson Co., Franklin Lakes,
NJ, USA) supplemented with 2.5 g/L
mucin (Oxoid), 1.0 g/L yeast extract
(Ox0id),0.1 g/Lcysteine (Sigma), 2.0 g/
L sodium bicarbonate (Merck), 5.0 mg/
mL hemin (Sigma), 1.0 mg/mL mena-
dione (Merck)and 0.25% (v/v) glutamic
acid (Sigma). The growth kinetics were
evaluated by generating growth curves
of each experiment in triplicate. After
incubation, the bacteria were harvested
inthe late exponential growth phase and
added to fresh modified brain-heart
infusion medium in order to begin the
growth curve at the lag phase [0.05 of
optical density (OD) at 550 nm]. At
specified time intervals, measurements
of the OD at 550 nm were made and
100 pL aliquots taken. These aliquots
were diluted serially in phosphate-
buffered saline (PBS: pH 7.2; 0.1 m).
plated in duplicate on supplemented
blood agar plates, and incubated in
anaerobic conditions at 37°C for 4-7 d.
After incubation, the counts of the
total number of colony-forming units
(CFU) per millilitre of sample were
calculated.

Preparation of saliva

Whole and unstimulated saliva sam-
ples collected in sterile plastic tubes
were obtained from healthy volunteers
at least 1.5 h after eating, drinking or
tooth brushing. Aliquots of 10.0 mL
were treated with 2.5 mm pr-dith-
iothreitol (Sigma) for 10 min with
stirring to reduce salivary protein
aggregation. Treated saliva was then
centrifuged (10 min, 4°C, 30,000 g)
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and the supernatant was diluted 50%
with PBS, filtered, sterilized through a
0.22 pym pore size Millex GV low-pro-
tein-binding filter x50 (Millipore; Mil-
lipore Corp., Bedford, MA, USA) and
stored at =20°C. The efficacy of this
protocol was assessed by plating pro-
cessed saliva samples onto supple-
mented blood agar plates, incubating
for 72 h at 37°C and observing no
growth on either aerobically or anaer-
obically incubated plates.

Biofilm development assays

The six standard reference strains
selected were used to develop biofilms
over sterile ceramic calcium hydroxy-
apatite discs (HA), 7 mm in diameter
and 1.8 mm thick (SD 0.2 mm; Clark-
son Chromatography Products, Wil-
liamsport, PA, USA), within the wells
of presterilized polystyrene, 24-well
tissue culture plates (Greiner Bio-one,
Frickenhausen, Germany). The bacte-
ral concentration was adjusted by
spectrophotometry in order to obtain
a solution in modified brain—heart
infusion medium containing 10* CFU/
mL for S. oralis, 10° CFU/mL for
V. parvula and  A. naeslundii, and
10° CFU/mL for F. nucleatum, A.
actinomycetemcomitans and P. gingivalis.
The HA discs were coated with 50%
sterile saliva for 4 h at 37°C in sterile
plastic tubes and then placed in the
wells of a 24-well tissue culture plate.
Each well was then filled with 1.5 mL
pooled bacterial culture prepared and
incubated in anaerobic conditions
(10% Hs, 10% CO; and balance N,) at
J7°Cforupto 7d(1. 12,24, 48, 72,96,
120, 144 or 168 h). with a change
to fresh medium at 48 h intervals
after 72 h of incubation. The plates
employed for assessing the sterility of
the culture medium were used as
controls.

Confocal laser scanning microscopy
analysis of biofilms and statistical
analysis

Before the CLSM analysis, the discs
were sequentially rinsed in 2 mL of
sterile PBS (immersion time per rinse,
10 s) three times, in order to remove
nonadherent bacteria.
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Noninvasive confocal imaging of
fully hydrated biofilms was carried out
by means of a fixed-stage TCS SP2
confocal microscope (Leica Microsys-
tems, Milton Keynes, UK) incorporat-
ing a 488 nm Ar/Ar—Kr laser scan head
mounted on a vibration-free platform.
The objective lenses used were x10 dry
and %63 water-immersion lenses (Leica
Microsystems). Specimens were stained
with LIVE/DEAD® BacLightTM Bac-
terial Viability kit solution (Molecular
Probes BV, Leiden, The Netherlands) at
room temperature. The 1:1 ratio of flu-
orocromes and 9 + 1 min of staining
time were used to obtain the optimal
fluorescence signal at the corresponding
wavelengths (SYTO9®, 515-530 nm;
Propidium lodide, > 600 nm). At least
three separate and representative loca-
tions on the HA discs covered with
biofilm, which contained stacks (or
‘towers’) that could be isolated within
the confocal view field, were selected for
these measurements. Within each area,
the thickest point was measured by
determination of the upper and lower
boundaries of the biofilm. The CLSM
control software was set to take a
z-series of scans (xyz) of 0.5 pm thick-
ness (8 bits, 1024 x 1024 pixels). Image
stacks were analysed by using the Leica
ConrocaL  Lite®  software  (Leica
Microsystems). In order to quantify the
biomass and cell viability within the
biofilm, total fluorescence staining of
the confocal micrographs was analysed
using the image analysis program
MeraMored® 7.6 software (Molecular
Devices Corp., Sunnyvale, CA, USA).
The program was used to calculate the
percentage of the biomass and cell via-
bility from stacks of two-channel images
by measuring voxel intensities. Fluores-
cence intensity thresholds were manu-
ally set for each of the fluorescence
colours. The resulting biofilm contents
were analysed for statistical significance.

spss  version 13.0 software (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) was used for
all data analyses. The Kolmogorov-
Smirnov test was used to evaluate the
normality of the distribution. by mea-
suring the skewness and kurtosis for
each variable. The data for all vari-
ables were expressed as means and SD.
Statistical significance was established
at the 95% confidence level.
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Extraction of DNA

Before DNA extraction, the discs were
sequentially rinsed in 2 mL of sterile
PBS (immersion time per rinse, 10 s)
three times, in order to remove non-
adherent bacteria.

The biofilm samples were then col-
lected in sterile plastic tubes that con-
tained 1.0 mL of PBS,
separated from the HA disc by vor-
texing for The DNA  was
extracted from the bacterial cell pellet
obtained using the DNA extraction kit
GNome DNA Kit® (MP Biomedicals,
LLC. Cleveland, OH, USA) following
the manufacturer’s instructions. Bulk
nucleic acids were precipitated from
solution with ethanol followed by
centrifugation. The DNA precipitate
was washed with 70% ethanol, dried,
and resuspended in 50 pL of sterile
water. The bacterial genomic DNAs
used as controls were extracted from
pure cultures following the same pro-
tocol. Genomic DNA was stored at
=20°C until analysis.

and were

3 min.

PCR amplification of the 16S rDNA

The primers used for the PCR ampli-
fication of 168 rRNA gene sequence
were 27F (5-GAGTTTGATCCTGG-
CTCAG-3) and I15#4R (5-AGA-
AAGGAGGTGATCCAGCC-3).

Forward primer 27F was labeled at the
5" end with the 6'<carboxyfluorescein
(6-FAM), which was synthesized by
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
Amplification reactions were carried
out in triplicate, performed in a total
volume of 50 pL containing template
DNA (100 ng), 1x PCR buffer, 1.5 mm
MgCl,, 200 pm of each deoxynucleo-
side triphosphate, 0.5 pm of each pri-
mer and 2.5 units of Tag DNA
polymerase (Invitrogen). The 168
rRNA genes were amplified in an
Applied Biosystems Thermocycler
model 9600 thermal cycler (Perkin-
Elmer, Norwalk, CT., USA) using the
following program: 94°C for 3 min,
followed by 35 cycles consisting of
94°C for 30 s, 55°C for 1 min and 72°C
for 3 min, with a final extension cycle
of 72°C for 10 min. Amplified 168
rDNA was verified by electrophoresis
on a 1.0% agarose gel, in 1x TAE
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buffer. To remove primers and to
concentrate amplicons, the [llustra Kit®
(GE Healthcare, Chalfont St.Giles,
Bucks UK) was used according to the
manufacturer’s protocol. Purified 16S
rDNAs were stored at —20°C until
analysis.

Terminal restriction fragment length
polymorphism analysis

The restriction enzymes were selected
according to Moyer et al. (26). To
assess the reproducibility of T-RFLP
analysis, three different PCRs from a
single DNA sample were performed
and combined. Purified PCR product
(15 uL) was digested with 30 units
(1.5 U/uL) of either Rsal or Mspl
(Roche Diagnostics, Meylan, France)
in a total volume of 20 pL at 37°C for
4h. The restriction digest product
(1 uL) was mixed with 13.75 uL of
de-ionized formamide and 1 pL DNA
fragment-length standard. The stan-
dard size marker was GS 500 LIZ
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA), including 35, 50, 75, 100, 139,
150, 160, 200, 300, 350, 400, 450, 490
and 500 bp. Each sample was dena-
tured at 95°C for 5 min and then
immediately placed on ice for 5 min.
The length of the terminal restriction
fragment (T-RF) was determined on a
3730 DNA analyser (Applied Biosys-
tems) at 15kV, 8 mA and 60°C for

An in vitro subgingival biofilm model

40 min for each sample. Fragment si-
zes were estimated by using the PEak
ScANNER software version 1.0 (Applied
Biosystems). As the excised mixture of
amplicons was analysed in a DNA se-
quencer, only the terminal fragments
were read. The resulting T-RFLP pro-
file was expressed in an electrophero-
gram representing the total fluorescence
as a peak instead of the band in the
electrophoresis gel. The abundance of
each T-RF was determined based on
fluorescence intensity and expressed as
peak height. Terminal restriction frag-
ments with a peak height of <400 flu-
orescence units were excluded from the
analysis.

Predicted T-RFLP patterns for the
16S rDNAs of each of the bacterial
species used in the study were obtained
from pure cultures by enzyme digestion
with Rsal or Mspl.

Results

Bacterial growth kinetics

Comparisons of the OD obtained at
550 nm with direct counts showed that
an OD of 1.0 corresponded to a direct
count of 1.0x 10’ cells/mL for
S. oralis, reaching the stationary phase
in 4 h; 1.5 x 10° cells/mL for A. naes-
lundii, reaching the stationary phase in
22 h; 3.6 % 10'° cells/mL for V. parvu-
la, reaching the stationary phase in
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42 h; 6.0 x 10® cells/mL for F. nuclea-
tum, reaching the stationary phase in
24 h; 1.8 x 10° cells/mL for A. actino-
mycetemcomitans, reaching the sta-
tionary phase in 30h; and 4.0 x
10° cells/mL for P. gingivalis, reaching
the stationary phase in 49 h. These
results ensured similar initial condi-
tions for the in vitro biofilm assay.

Structural analysis of the biofilm and
viability assessment

Biofilms were collected at different
times (1, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 or
168 h) and analysed by CLSM. To
confirm the repeatability of the bio-
film-generating procedure, three inde-
pendent trials (on three different
occasions) with trios of biofilms were
carried out. Figure 1 shows represen-
tative confocal micrographs depicting
two-dimensional maximum projection
images of the biofilms per time point.
Viability of the biofilms was analysed
using CLSM images stained with
LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial
Viability kit solution (Molecular
Probes), clearly delineating the viable
and nonviable bacteria as green- and
red-stained cells, respectively. Table 1
shows the evolution of the biofilm
thickness and vitality.

One hour after inoculation, some
multicellular ~ aggregates, probably
originating from the inoculum, could

N et

Fig. 1. Confocal micrographs representing a two-dimensional maximum projection of the series along a fixed axis of the biofilms after 12 h
(A),24h (B), 48 h (C), 72h (D), 96 h (E), 120 h (F), 144 h (G) and 168 h (H) of growth. BacLight Live/Dead stain was used to assess the
vitality of cells.
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Table 1. Observed changes in biofilm vitality and thickness
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12h 24 h 48 h 72h 9 h 120 h 144 h 168 h

Biofilm sample n=29 n=19 n=19) n=19 n=19) n=19 n=19 m=9
Vitality (%)

Mean T84 80.7 78.2 60.7 57.7 54.5 46.2 237

Standard deviation 9.1 9.9 13.5 9.5 17.1 10.6 11.3 8.4

Median 78.2 79.4 809 581 56.6 55.5 409 241

Interguartile range 9.5 13 17.3 134 12.0 21.4 14.5 93
Thickness (um)

Mean 29.6 30.7 258 351 355 256 21.1 212

Standard deviation 57 124 11.0 169 11.9 12.6 43 52

Median 274 25.6 242 36.0 37.9 224 20,0 20.0

Interquartile range 9.0 10.5 16.8 10.0 21.0 3.9 2.1 2.0

be seen sparsely attached to the HA
surface. After 12 h of in situ formation,
biofilms consisted mostly of a large cell
population arranged either as single
cells or as short streptococcal chains,
attached to the saliva-coated HA sur-
face. Some stacks could be identified.
mostly comprised of viable bacteria,
with 78.4% (SD 9.1%) of viable cells
and a measurable mean thickness of
296 um (SD 5.7 um). After 24 h
of incubation, bacterial cells were
distributed in clusters of microcolonies
and were arranged in larger stacks
(mean height of 30.7 pm; SD 12.4 um)
against a background of single cells
attached to the saliva-coated HA discs;
80.7% (SD 9.9%) of the bacterial
population was alive. At this moment,
spindle-shaped rods, indicating F.
nucleatum, were observed inside the
biofilm. After 48 h, the biofilm
appeared firmly attached to the saliva-
coated surface of the HA disc. The
biomass was doubled, with a cell via-
bility of 78.2% (SD 13.5%), and the
biofilm developed into a multilayered
consortium of bacteria, with the for-
mation of stacks reaching up to 36 pm.
The biofilm continued to develop for
72 h with an increased biomass but
with decreased cell vitality, with values
close to 60.7% (SD 9.5%). The entire
disc surface was covered with cells,
combining a continuous layer of cells
with clusters forming prominences.
Between 96 and 144 h of incubation,
no relevant changes occurred in the
biofilm structure, suggesting that the
biofilm had reached a steady state. The
height of the biofilm reached up to
38 um, but vitality continued to
decline, with values between 46.2%

(SD 11.3%) and 57.7% (SD 17.1%).
After 168 h of incubation, biofilm
biomass and cell vitality decreased
dramatically, with only 23.7% (SD
8.4%) of cells alive.

The cell viability profiles were also
assessed throughout the depth of the
biofilm, along the z-axis. The 72-h-old
biofilms (steady state) showed an
increase of the cell viability percentage
with depth. In the bottom half of the
biofilm, however, the profiles of via-
bility tended to fall with increasing
depth. In this biofilm model there-
fore, a lower percentage of wvital
organisms was found near the HA
disc surface, while the percentage
increased in
central parts. Along the x/y-axis, no
general pattern for vitality distribution
could be identified.

Using 72-h-old biofilms (steady
state), the reproducibility of this bio-
film model was assessed, based on the
evaluation of the biomass and cell
vitality within the biofilm. The statis-

the z-axis towards the

tical analysis showed that there was a
homogeneous distribution of vitality
among the samples (p = 0.959). Stea-
dy-state biofilms presented a mean
vitality of 60.7% (SD 9.5%) and
median of 58.1% with an interquartile
range of 13.4%.

Single organism terminal restriction
fragments

In order to identify individual organ-
isms by their T-RFLP pattern within
the in vitro biofilm, T-RF lengths were
determined for all organisms used
(Fig. 2). For each bacterium, the
observed T-RF lengths were different
by a maximum of 4 bp within three
trials after digestion with Rsal and
Mspl (Table 2), and an extra T-RF
was observed for some organisms
(Fig. 2), possibly indicating 1658 rDNA
sequence heterogeneity in these organ-
isms. Digestion with Mspl resulted in
similar length T-RFs for two different
organisms (Table 2).

Terminal restriction fragment length (bp)
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Fig. 2. Terminal restriction fragment length polymorphism patterns derived from Rsal and
Mspl digestion, respectively, of 168 rDNAs from the following individual bacteria used:
S. oralis (A-A"), A. naeshundii (B-B"), V. parvula (C-C"), F. nucleatum (D-D"), P. gingivalis

(E-E") and A. actinomycetemcomitans (F-F’).
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Table 2. Observed length of terminal restriction fragments (T-RFs) of 168 rDNA amplified

from the six individual bacteria used

Length (bp) of the 5" T-RFs after

digestion with

Bacterial strain Rsal Mspl

Streptococcus oralis 631 + 1 556 £ 1
Veillonella parvula 495 + 1 299 + 1
Actinomyces naeshindii 650 + 4 97 +3
Fusobacterium nucleatum 440 + 1 267 £ 1
Porphyromonas gingivalis 314 £1 93 + 1
Aggregatibacter actinomyceltemcomitans 70 £ 1 307 £ 1

Bacterial community T-RFLPs from
in vitro biofilm samples

Universal primers 6-FAM-27F and
1544R were used to amplify 165 rRNA
genes of oral bacteria within the gen-
erated biofilms. The T-RFLP patterns
were derived from the Rsal and Mspl
digestion of amplified 165 rDNAs.
Each T-RFLP profile consisted of the
ratio between the number of fragments
with unique lengths and the relative
abundance of each fragment, as
reflected by the size of each peak in the
electropherogram, where the x-axis
depicts the fragment size and the y-axis
the fragment fluorescence intensity.

Each peak corresponds to one genetic
variant in the biofilm. while its height
corresponds to its relative abundance
in the bioflm.

Figure 3 shows one of the three sets
of T-RFLP profiles per biofilm,
selected arbitrarily, from 12 to 168 h of
incubation from the Rsal digestion.
Visual inspection of the T-RFLPs
patterns in Fig. 3 provides confirma-
tion of the differences between the
bacterial communities sampled at dif-
ferent times of incubation. The pro-
portion of the bacterial species
integrating into the biofilm increased
gradually between 12 and 48 h of
incubation. Within the first 1-12 h of

Terminal fragment length (bp)
100 20 P 400 500
A V. parvula A, naeslundii
‘i s e |.
B F. nucleatum | l

Relative flucrescence units
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Fig. 3. Terminal restriction fragment length polymorphism patterns derived from Rsal
digestion of 168 rDNAs from biofilm samples after the following incubation times: 12 h (A),
24h (B), 48 h(C), 72 h (D), 96 h (E), 120 h (F), 144 h (G) and 168 h (H). Arrows indicate
fluorescence peaks corresponding to each terminal restriction fragment present in the biofilm

bacteria, S. oralis, A. naeshndii, V. parvula, F. nucleatum, P. gingivalis and A. actino-

mytem comitans.
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incubation, biofilms demonstrated
three different T-RFs that corre-
sponded to the T-RFLP pattern of the
initial and early colonizers S. oralis
(632 + 1 bp). A. naeslundii (650 + 4 bp)
and V. parvula (495 + 1 bp: Table 2).
These results are consistent with the
observed CLSM patterns at this incu-
bation time, where the biomass was
represented either by single cells or
short streptococcal chains. After 24 h,
a new T-RF emerged, with a size of
440 + 1bp, corresponding to F.
nucleatum. At the same time, the peak
heights (relative fluorescence units) of
S. oralis, A. naeslundii and V. parvula
T-RFs increased, indicating higher
numbers of each bacterial population,
although A. naeslundii showed a slower
growth rate compared with S. oralis
and V. parvula. These results are con-
sistent with the significant increase of
biomass measured by CLSM at this
incubation time. After 48 h of in situ
formation, two new T-RFs could be
identified at 70 + 1 and 315 + 1 bp,
corresponding to A. actinomycetem-
comitans and P. gingivalis, respectively.
Therefore, after 48 h of incubation, the
six bacterial species inoculated were
part of the biofilm. Between 48 and
96 h, biofilms demonstrated similar
T-RLFP patterns, with an increase in
peak heights, indicating an increase in
the bacterial population, thus demon-
strating the maturation of the biofilm,
also in conformity with the CLSM
results. After 120 h of incubation, the
peak heights of T-RFs tended to
diminish progressively and were clearly
reduced 168 h. The
obtained by digestion with Mspl were
in agreement with the generated
T-RFLP patterns after digestion with
Rsal (data not shown).

Dynamic profiles for each biofilm
species resulting from averaging three
independent experiments are shown in
Fig. 4A. These profiles are based on
the T-RFLP analysis after digestion
with Rsal. Figure 4B shows the relative
proportion of each species from 1 to
168 h  biofilm samples, obtained
from the T-RFLP patterns after Rsal
digestion of 16S rDNAs. These pro-
portions were generated by dividing
the relative fluorescence per species by
the total relative fluorescence of the

after results
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Fig. 4. (A) Kinetic profiles of the six standard strains in the biofilm, obtained from terminal
restriction fragment length polymorphism patterns derived from Rsal digestion of 168
rDNAs from biofilm samples from 1 to 168 h. (B) Kinetic profiles of the relative bacterial
proportions within the biofilm obtained from the terminal restriction fragment length
polymorphism patterns after Rsal digestion of 16S rDNAs. S. oralis (So), V. parvula (Vp),

A. naeshindii (An), F. nucleatum (Fn), A. actinomycetemcomitans (Aa), P. gingivalis (Pg).

sample. This total fluorescence is an
indication of the total DNA quantity
represented by each profile and was
calculated in each sample from the sum
of all peak heights 2400 fluorescence
units (400 fluorescence units being the
threshold for baseline noise).

Discussion

In this investigation, we have attempted
to develop an in vitre biofilm model
using well-defined species simulating the
composition of the in vivo subgingival
plaque. The selected species are fre-
quently found in the subgingival plaque
(2.4.5.8) and include initial, early,
intermediate and late colonizers,

belonging to different clusters or com-
plexes, as described by Socransky et al.
(27). Among them, relevant periodontal
pathogens are included, such as
F. nucleatum, A. actinomycetemcomi-
tans and P. gingivalis. This six selected
bacterial species also exemplify a wide
range of metabolic and physiological
characteristics, which
diverse array of oral bacteria (13).

Very few subgingival biofilm models
have been reported in the literature,
probably due to the inherent difficulties
in obtaining reproducible growth of
these microorganisms. The growth
medium is one of the key factors in
in vitro biofilm development, because it
strongly influences intra- and interspe-
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cies aggregation and co-aggregation
(12). In this biofilm model, we devel-
oped a complex medium with a high
proportion of proteins, reproducing
the carbon and energy sources avail-
able to bacteria within the oral cavity.
With the use of this medium, together
with the inoculated six selected bacte-
rial species on natural saliva-coated
HA discs in anaerobic conditions, we
were able to develop a biofilm. The
experimental conditions in this model
also included a discontinuous flow
system in the cell culture plates, with
the aim of minimizing detachment
forces and avoiding liquid-air inter-
faces during the renewal of fresh cul-
ture medium (12). This flow system
only dislodged a loose halo of bacteria
on the surface of the biofilm, but not
the cells attached to the disc surface.
These experimental conditions have
the advantage over other systems, such
as the constant-depth film fermenter or
flow cell assays, which utilize fluid
flows or scraper blades that generate
continuous detachment forces, with the
risk of modifying the biofilm structure
(11,14,20).

The structure and spatial distribu-
tion of viable and nonviable bacteria in
the generated biofilm was evaluated
using CLSM in conjunction with fluo-
rescence staining. This is a noninvasive
and nondestructive microscopic tech-
nique, frequently used in studies
assessing the biofilm structure. from
dental plaque biofilm models generated
in mouth splints worn by healthy vol-
unteers, from in vitro models using
dispersed plaque bacteria, or from
constant-depth film fermenter models
using a defined multispecies inoculum
(15,16,18-20). All these studies have
reported different structural descrip-
tions, but in general there is agreement
with the results reported in this inves-
tigation that generated biofilms show
an uneven spatial distribution of vital
and dead microorganisms. In the
present biofilm model. the wviability
profiles showed that in steady-state
biofilms (72-h-old biofilms), the per-
centage of vital microorganisms was
lower adjacent to the HA disc surface,
but increased in the z-axis towards the
central parts, which contained a
greater percentage of viable bacteria.
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There were higher proportions of via-
ble bacteria in the upper layers of the
biofilm compared with the deeper lay-
ers. This may be due to the scarcity of
essential physico-
chemical conditions (e.g. pH. redox
potential) in the deeper biofilm layers,
which results in dead or physiologically
inactive cells showing lower fluores-
cence intensity (11). The bacteria in the
deeper layers of the biofilm are likely to
be dependent on one or more meta-
bolic end-products derived from the
organisms located at the center of the
stacks, hence dying from deprivation
of these essential nutrients. This dead
biological material is probably an
important factor in the initial phase of
dental biofilm development, because
bacteria in the intermediate layer may
benefit from its close proximity to dead
cells in the basal layer and use this
cellular material in the basal layer as a
source of nutrients (15). This finding of
dead bacterial layers adjacent to the
HA disc surface has been previously
described in histochemical and elec-
tron-microscopic studies (16).

The initial attachment of bacteria to
a hard surface in a liquid-phase med-
ium is essential to the biofilm forma-
tion. Even though the six selected
bacterial species were simultaneously
exposed to a substratum, the sequence
of their incorporation into the biofilm
model shown in this investigation
confirmed the pattern that occurs in
subgingival plaque formation in vivo
(28). Although the research on the
composition of bacterial communities
within biofilms has used different
identification methods, the advent of
molecular biological techniques has
provided a more comprehensive, rapid
and precise bacterial characterization
than the first attempts using conven-
tional culture-dependent methods
(4,7-9.14.23,20.30). In the present
report, the bacterial dynamics inside
the biofilm were described by deter-
mining T-RFLP of genes encoding 168
rRNA. The analysis of T-RFLP has
been demonstrated to be a well-suited
molecular approach for studying com-
plex bacterial communities, because
the differences in the sizes of T-RFs
reflect differences in the sequences of
168 rTRNA genes (i.e. sequence poly-

nutrients and/or

An in vitro subgingival biofilm model

thus
distinct

morphisms), detecting phylo-
genetically populations of
organisms and providing a rapid and
reproducible description of the bacte-
rial population dynamics (31-33).
Determination of the length of fluor-
escently labeled T-RFs by automated
DNA sequencers allowed a highly
precise fragment length determination,
using internal size standards in every
profile, and provided numerical data of
high resolution. The ability of this
method to  differentiate
communities has been previously vali-
dated (29,30,34).

In this investigation, the T-RFLP
analysis resulted in the initial coloni-
zation by S§. oralis and A. naeslundii
that appeared attached to the HA disc
after 12 h, probably by adhering
directly to the acquired pellicle. Also as
an early colomzer, V. parvula was
identified at 12 h of incubation. The
intermediate colonizer found was
F. nucleatum, which was not detected
in this mode! until 24 h of incubation.
Late colonizers included A. actinomy-
cetemcomitans and P. gingivalis, which
were identified within the biofilm after
48 h of in situ formation. Biofilms
showed an increase in the bacterial
population between 72 and 96 h after
inoculation, reaching the steady state
at this tme. After 96 h, the peak
heights decreased as the biofilm aged.
In these old biofilms, the presence of
dead bacteria, as confirmed by CLSM,
would result in DNA degradation
and therefore in altered T-RF peak
heights.

This biofilm behavior is in agree-
ment with other studies analysing bio-
film communities of subgingival plaque
either in vivo (21.22) or in vitro, using
dispersed subgingival plaque (20.24).
as well as those models using selected
bacterial consortia (14,23,25). Perias-
amy & Kolenbrander (14) demon-
strated that P. gingivalis could not
grow as a single species or together
with the mitial colonizer S. oralis, but
showed a positive growth when inocu-
lated with other bacterial species, such
as Veillonella spp. (early colonizer),
F. nucleatum (secondary colonizer) and
A. actinomycetemcomitans (late colo-
nizer). We were able to demonstrate in
the present model that six bacterial

microbial
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species grew in consortia and devel-
oped into a well-defined biofilm struc-
ture.

In conclusion, an in vitro biofilm
model has been developed and vali-
dated, using defined multibacterial
species from the subgingival plaque,
which included initial (S. eralis and
A. naeslundii),  early (V. parvula),
secondary (F. nucleatum) and late col-
onizers (P. gingivalis and A. actinomy-
cetemcomitans). The combined use of
confocal laser scanning microscopy
and terminal fragment
length polymorphisms of genes encod-
ing 165 rRNA demonstrated the use-
fulness of these technigues for studying
the spatial distribution and dynamics
of specific members of the bacterial
communities in a biofilm model. This
model was reproducible, and as it is
technically simple to prepare. maintain
and analyse, it is very suitable for
studying the development, structure
and dynamics of the subgingival bio-
film, as well as for undertaking com-
parative studies to test different
antimicrobial approaches.
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2. ESTUDIO 2

Sanchez M(, Llama-Palacios A, Marin M]J, Figuero E, Ledn R, Blanc V, Herrera
D, Sanz M. Validation of ATP bioluminescence as a tool to assess
antimicrobial effects of mouthrinses in an in vitro subgingival-biofilm model.

Medicina Oral, Patologia Oral y Cirugia Bucal 2013; 18:e86-92.

RESUMEN

Objetivo: el proposito de este trabajo de investigacion ha sido evaluar si el método
basado en la bioluminiscencia procedente de la molécula adenosin trifosfato (ATP)
es una herramienta util para estudiar la eficacia de colutorios antisépticos frente a
bacterias orales en biopelicula en términos de la reduccién del nimero de

bacterias totales viables en la biopelicula in vitro.

Disefio del estudio: tres colutorios, que contenian, respectivamente, clorhexidina
y cloruro de cetilpiridinio (CHX/CPC), aceites esenciales (EO) y fluoruro de
amina/fluoruro de estafio (AFSF), asi como un buffer fosfato salino (PBS) usado
como control, fueron testados en un modelo estatico de biopelicula in vitro
mediante la técnica de ATP-bioluminiscencia, y los resultados fueron comparados
con los obtenidos por la técnica de cultivo. Las biopeliculas se desarrollaron sobre
discos ceramicos estériles de hidroxiapatita calcica (HA), cubiertos con saliva,
durante 72 h y después se expusieron durante 1 minuto a los colutorios y a la
solucion control por inmersion. El efecto antibacteriano de los colutorios se testd
mediante el analisis de la varianza. La validez del método ATP-bioluminiscencia
fue estudiado calculando los coeficientes de correlaciéon de Pearson, cuando se
compararon los resultados obtenidos por esta técnica con los obtenidos por la

técnica de cultivo.
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Resultados: usando la técnica de ATP-bioluminiscencia, la actividad
antimicrobiana de los colutorios testados ha sido demostrada, comparando con el
control. Los valores obtenidos por ATP-bioluminiscencia presentan una
correlacion estadisticamente significativa (0,769; p<0,001) con los que se
obtuvieron del recuento de las células viables por cultivo. Los colutorios con
CHX/CPC y AFSF presentaron una actividad antimicrobiana similar, aunque AFSF
tuvo un efecto menos homogéneo, siendo ambos mas efectivos que el colutorio con

EO.

Conclusion: la técnica de ATP-bioluminiscencia puede ser considerada una
herramienta util para testar in vitro la eficacia de compuestos antibacterianos. En
el modelo propuesto de biopelicula multiespecie, los colutorios con CHX/CPC y
AFSF presentaron una actividad antimicrobiana superior cuando se comparan con

el colutorio que contenia EO.
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Abstract

Objectives. The aim of this investigation was to evaluate whether the adenosine triphosphate (ATP) biolumines-
cence method is an appropriate tool to assess the efficacy of antiseptic mouthrinses in terms of quantitative redue-
tions of total viable microbial counts in mixed biofilm populations in vitro.

Study Design. Three mouthrinses, containing respectively, chlorhexidine and cetylpyridinium chloride (CHX/
CPC), essential oils (EO) and amine fluoride/stannous fluoride (AFSF). as well as Phosphate Buffered Saline
(PBS) used as control, were tested in an in vifro static biofilm model by ATP bioluminescence and compared to
culture method. Biofilms were grown on saliva-coated hydroxyapatite disks for 72 hours and then exposed for 1
minute to the mouthrinse or control by immersion. The antibacterial effect of the rinses was tested by analysis of
variance. The reliability of the ATP bioluminescence method was assessed by calculating the Pearson correlation
coefficients when compared to the viable cell counts obtained by culture.

Results. Using ATP bioluminescence, the antimicrobial activity of the tested mouthrinses was demonstrated when
compared to the PBS control. The ATP bioluminescence values were significantly correlated (0.769, p<0.001) to
the viable cell counts. CHX/CPC and AFSF showed similar antimicrobial activity, although AFSF had a less ho-
mogeneous effect, being both more effective than the EO rinse.

Conclusion. ATP bioluminescence viability testing may be considered a useful tool to assess the in vifro efficacy
of antibacterial compounds. In the proposed model, CHX/CPC and AFSF containing mouthrinses demonstrated
superior antimicrobial activity, as compared to EO rinses, in a multispecies biofillm model.

Key words: Biofilm, ATP bioluminescence,mouthrinse, essential oils, chlorhexidine, amine fluoride/stannous
fluoride.
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Introduction

The effective control of the dental plaque is the key in
the prevention of periodontal diseases. Several studies
have demonstrated that the mechanical removal of the
supragingival plaque through effective oral hygiene
practices prevents or reverses the inflammatory status
of the gingival tissues (1-3). Epidemiological data in-
dicates. however, that most individuals do not control
plaque accumulation to a sufficient extent to prevent or
control the occurrence of this condition. probably due
to lack of motivation or skills. or both (3.4). In order
to overcome this hindrance, antimicrobial oral hygiene
products have been investigated in their efficacy to ad-
ditionally reduce plaque and gingivitis when used daily
as adjuncts to mechanical plaque control. Since human
dental plaque is a dynamic and complex biofilm where
bacteria from saliva are adhered to tooth surfaces em-
bedded in a matrix of extracellular polymers (5). the
efficacy of these antimicrobials must be tested within
these environments rather than in planktonic status, due
that bacteria in matured biofilms are less susceptible to
antimicrobial agents because of several physical and
biological factors that protect the bacterial consortia
(6-8).

Several studies have attempted to study the effect of
mouthrinses in biofilms in vifro (8-12). Traditional-
ly. bacterial counts on agar plates was the method of
choice for determination of bacterial viability. although
this method has clear limitations. as the relatively long
times needed for the colony growth. the differences in
the growth media used or the likely growth inhibition by
neighbouring cells (13). The use of morphological meth-
ods, as Confocal Laser Microscopy (CLSM). are useful
to assess the structure and physiology of biofilms, but it
does not allow the assessment of changes in the bacterial
viability when biofilms are exposed to antiseptic com-
pounds (11). Also, culture-independent molecular meth-
ods for identification and quantification of oral bacteria
have been extensively developed during recent years.
but they are still not widely used in routine laboratories.
due to the relatively long persistence of DNA after cell
death. in the range between days to 3 weeks. what may
overestimate the number of live cells after an antiseptic
treatment (14). One possible alternative is the adenosine
triphosphate (ATP) bioluminescence method. which has
been utilized as a quantitative assay fo evaluate viable
bacteria in different biological samples. as well as in
dental plaque (15-19). This method is based on the activ-
ity of the nucleotide ATP as a key element in the energy
exchange of all biological systems. ATP serves as the
principal immediate donor of energy and it is present in
all metabolically active cells. since it links catabolic and
anabolic processes. When cells are lysed. the released
ATP can be measured by bioluminescence through its
reaction with the luciferin-luciferase. This reaction is
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catalyzed by the enzyme luciferase obtained from the
firefly Photinus pyralis that uses the chemical energy
contained in the ATP molecule to drive the oxidative
decarboxylation of luciferin. The MgATP2- converfs
the luciferin into a form. which is capable of being cata-
Iytically oxidized by the luciferase in a high quantum
yield chemiluminescent reaction at 562 nm (19). The
main advantage of this technique is the provision of a
rapid and real-time quantification of viable bacteria.
however this method has not been previously utilized to
test the antimicrobial efficacy of antiseptic mouthrinses
in an in vitro complex oral biofilm model.

There are few published in vifro biofilm models using
a consortium of anaerobic bacteria where antimicro-
bial compounds can be adequately tested. Our research
group has recently developed and tested such an in vitro
biofilm model reporting its structure, viability and bac-
terial kinetics (20). This model uses six bacteria from

the subgingival biofilm. containing initial (Streptecoc-
cus oralis and Actinomyces naeslundii). early (Veillon-
ella parvula), secondary (Fusobacrermm nudeamm).
and late colonizers (Porphyromonas gingivalis and Ag-

gregatibacter acrinomyceremcomitans).

It is. therefore. the main purpose of this investigation
evaluate the possibility to use ATP bioluminescence
method for rapid quantitative evaluation of viable total
oral bacteria in biofilms samples. as compared to stand-
ard culture methods. to test the bactericidal efficacy of
antiseptic mouthrinses. For this purpose. we used three
commercially available antiseptic mouthrinses contain-
ing respectively, chlorhexidine digluconate (CHX) and
cetyl-pyridinium chloride (CPC), essential oils (EQ).
and amine fluoride/stannous fluoride (AMSF) in a test-
ed and validated in vifro biofilm model (20).

Material and Methods

-Bacterial strains and culture conditions

Standard reference strains of S. oralis CECT 907T, V.
parvula NCTC 11810, 4. naeslundii ATCC 19039, F.
nucleatum DMSZ 20482. A. actinomycetemcomitans
DSMZ 8324 and P. gingivalis ATCC 33277 were used.
Bacteria were grown on blood agar plates (Blood Agar
Oxoid No 2: Oxoid. Basingstoke, UK). supplemented
with 5% (v/v) sterile horse blood (Oxoid). 5.0 mg/mL
hemin (Sigma. St. Louis, MO, USA) and 1.0 mg/mL
menadione (Merck. Darmstadt, Germany) in anaerobic
conditions (10% H,, 10% CO,, and balance N,) at 37°C
for 24-72 h.

-Saliva Preparation

Un-stimulated saliva was obtained from healthy volun-
teers in 10 ml aliquots at least 1.5 h after eating, drink-
ing or tooth brushing. Saliva preparation were carried
out as previously described (20). The efficacy of this
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protocol was assessed by plating processed saliva sam-
ples onto supplemented blood agar plates for 72 h at
37°C and confirmed by the lack of any bacterial growth
on either aerobically or anaerobically incubated plates.
-Biofilm development assays

Biofilms were developed as previously described (20). In
brief, pure cultures were grown anaerobically in a pro-
tein rich medium containing brain-heart infusion (BHI)
(Becton. Dickinson and Company. USA) supplemented
with 2.5 g/L mucin (Oxoid). 1.0 g/L yeast extract (Ox-
oid). 0.1 g/L cysteine (Sigma). 2.0 g/L sodium bicarbo-
nate (Merck). 5.0 mg/mL hemin (Sigma). 1.0 mg/mL me-
nadione (Merck) and 0.25% (v/v) glutamic acid (Sigma).
The bacterial growth was adjusted by spectrophotometry
to mid-exponential phase with the objective to obtain a
solution in modified BHI medium containing 10° colony
forming units (CFU)/mL for S. oralis. 10° CFU/mL for ¥
parvula and 4. naeslundii. and 10° CFU/mL for F. nucle-
atum. A. actinomycetemcomitans and P. gingivalis. Ster-
ile calecium hydroxy-apatite disks of 7 mm of diameter
and 1.8 (SD=0.2) mm of thickness (Clarkson Chroma-
tography Products. Williamsport, PA. USA) were coated
with treated saliva for 4 h at 37°C in sterile plastic tubes.
and then placed in the wells of a 24-well tissue culture
plate (Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany). Each
well was inoculated with 1.5 mL pooled bacteria culture
prepared and incubated in anaerobic conditions (10% H..
10% CO,. and balance N,) at 37°C for 72 h. The plates
employed for assessing the sterility of the culture me-
dium were used as controls.

-Tested mouthrinses

The following commercially available mouthrinses were
evaluated: Perioaid treatment® (Dentaid, Cerdanyola.
Spain) confaining 0.12% CHX and 0.05% CPC as active
ingredients. without alcohol (CHX/CPC); Listerine®
(Johnson & Johnson. Madrid, Spain) containing a com-
bination of four essential oils (EO) as active ingredients
(thymol 0.06%, eucalyptol 0.09%. methyl salicylate
0.06%. menthol 0.01%) in an alcoholic solution; and
Meridol® (GABA GmbH. Lérrach, Switzerland). con-
taining amine fluoride/stannous fluoride (AFSF) with-
out alcohol. PBS and absolute ethanol (EtOH) served as
the negative and positive controls. respectively.
-Exposure to oral rinses

To evaluate the bactericidal action of CHX/CPC. EO
and AFSF wells containing 2 mL of suspension of the
tested products. EtOH and PBS were prepared and once
the 72-h biofilms were formed over HA discs they were
transferred to the wells. Following a single 1 min-expo-
sure. discs were sequentially washed three times in 2
mL of fresh PBS (immersion time per rinse, 10 s).

In each experiment, the three mouthrinses and the con-
trol solutions were tested together. The experiments
were repeated nine times. on different days and with
fresh bacterial cultures.
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-Cell viability assessed by ATP bioluminescence
Immediately after treatment. each HA disc was frans-
ferred to sterile plastic tubes containing 1.0 mL of PBS.
and vortexed vigorously for 2 min. to harvest adherent
cells. The BacTiter-Glo viability assay kit® (Promega.
Madison. WI, USA) was utilized to assess the ATP
bioluminescence, following the manufacturer’s instrue-
tions. This assay is based on the luciferase-catalysed
reaction of luciferin and ATP and thus it quantifies the
ATP present signalling the presence of metabolically
active cells. In brief. 400 pL of BacTiter-Glo reagent
was added with gentle stirring to a plastic cuvette con-
taining 400 uL of disaggregated biofilm cells and incu-
bated in darkness for 5 min at room temperature. The
luminescent signal was recorded for 1 s per cuvette into
a 1250 Luminometer (LKB-Wallac, Turku. Finland).
The light output and ATP measurements were done at
room temperature and expressed in Relative Light Units
(RLUs) per mL. The culture medium and PBS, in the
absence of cells, served as negative controls since they
contained no detectable ATP.

-Cell viability assessed by culture methods

Using the same biofilms (as described in the previous
section). standard microbiologic culture methods were
carried ouf and the number of obtained colonies was
compared with the ATP bioluminescence results. In
brief, the disaggregated biofilms were subjected to 10-
fold serial dilutions in PBS and then plated onto blood
agar plates (Blood Agar Oxoid No 2), supplemented
with 5% (v/v) sterile horse blood (Oxoid), 5.0 mg/mL
hemin (Sigma) and 1.0 mg/mL menadione (Merck) in
anaerobic conditions (10% H,. 10% CO,. and balance
N,) at 37°C. All plating procedures were conducted in
duplicate. and the number of colonies (between 30 and
300) were used to calculate the number of viable bacte-
ria from a particular dilution and averaged to determine
mean values colony forming units (CFU/mL).
-Statistical analysis

Data were calculated as RLU/mL. for samples analyzed
by ATP bioluminescence, and as CFU/mL. for samples
analyzed by culture-method. The proportions of vital
cells after mouthrinse contact. as compared to the nega-
tive control, were calculated for both techniques. The
vitality ratio was calculated by dividing the vitality
value for each mouthrinse to the one given by the nega-
tive control.

An experiment-level analysis was performed for each
study parameter (n=9). Kolmogorov-Smirnov good-
ness-of-fit tests were computed for each variable. Data
were expressed as means and standard deviations (SD).
Box-plots were used for the graphic presentation of
data. To test the effect of each mouthrinse on cell vital-
ity. analysis of variance (ANOVA) and post hoc-testing
with Bonferroni’s correction for multiple comparisons
were used for both techniques (mean viable cell count
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as CFU/mL. and the ATP-driven bioluminescence de-
terminations, as RLU/mL). To determine the reliability
of ATP-driven bioluminescence to measure cell vitality.
Pearson correlation coefficient was determined between
the ratio of vitality obtained by culture and ATP-driven
bioluminescence. In addition. the existence of differ-
ences between ratios of vitality obtained by each tech-
nique was assessed by the Student t-test for independent
samples.

Results were considered statistically significant at
p<0.05. A software package (IBM*® SPSS® Statistics
19.0) was used for all data analysis.

Results

-ATP-driven bioluminescence

All tested mouthrinses reduced the amounts of ATP-
driven bioluminescence. as compared to the negative
control solution. Statistically significant differences in
bioluminescence were observed for CHX/CPC (mean
difference 217.08 RLU/mL. 95% confidence interval
—CI- [87.84. 346.32]: p<0.001) and AFSF treatment
(243.69. CI[114.45, 372.93]; p<<0.001) when compared to
the negative control. No statistically significant chang-
es in bioluminescence were found for EO when com-
pared to the negative control (119.79, CI [-9.45. 249.04]:
p=0.088). No statistically significant differences were

Validation of ATP bioluminescence in an in vitre subgingival-biofilm medel

found when the mouthrinses where compared. (Fig. 1)
presents the comparative effect of CHX/CPC., EO and
AFSF mouthrinses on the cell viability of biofilms as-
sessed by ATP bioluminescence (RLU/mL). The lowest
values were found for AFSF (233.08: SD=83.13). fol-
lowed by CHX/CPC (259.69: SD=78.29), EO (356.98:
SD=63.01) and the negative control (476.78; SD=53.25).
AFSF, however., demonstrated the largest variability in
the response.

-Culture-dependent method

Figure 2 depicts the effect of the tested mouthrinses over
the biofilms. as assessed by viable cell counts obtained
by standard culturing (CFU/mL). The lowest cell viabil-
ity values were found for CHX/CPC (1.38x10° CFU/mL:
SD=8.54x10"), followed by AFSF (1.42x10%; SD=9.03
x107). EO (1.67x10% SD=1.17x10%) and the negative
control (2.55x10% SD=1.63x10%). All groups presented
large interquartile-range variability. being the largest
deviations from the obtained median values shown by
AFSF and EO. No statistically significant differences in
viability cell counts were observed among mouthrinses
or between each mouthrinse and the negative control.
-Comparison between ATP-driven bioluminescence
and culture-dependent method

Table 1 shows the comparisons between obtained ratios
of vitality by ATP bioluminescence and by culture. A
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Fig. 1. Box plots showing ATP bioluminescence values from in vitro subgingival biofilms after treatment
with the mouthrinses containing chlorhexidine digluconate and cetylpyridinium chloride (CHX/CPC).
amine fluoride/stannous fluoride (AFSF) and essential oils (EO) compared to a negative PBS control and
a positive EtOH control (n = 9). Differences between control and CHX/CPC and AFSF treatments were
statistically significant (p=0.005). Differences between treatments were not significant. (RLU: Relative

Light Units).
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Fig. 2. Box plots showing viable cell count as Colony-Forming Units per mL values from in vitro subgingi-
val biofilms after treatment with the mouthrinses containing chlorhexidine digluconate and cetylpyridinmum
chloride (CHX/CPC), amine fluoride/stannous fluoride (AFSF) and essential oils (EQ) compared to a nega-
tive PBS control and a positive EtOH control (n = 9). Differences between control and all treatments were
not significant. Differences among treatments were not significant.

Table 1. Ratios of vitality obtained with each mouthrinse by ATP-Bioluminescence and viable cell count.

Group Technique Rmi;)r::';;';ality 3:_?:3:2 p value
coovcocicon [ AT Bl |05 07 |70
e I
, ATP-Biolumu 081 026 =0.551
EO/control Viable cell count 0.73 o T

CHX/CPC, chlothexidine digluconate and cetylpiridinium chlonide; AFSF. amine fluoride/stannous
fluoride:; EO, essential oils. Student t-test for independent samples.

statistically significant correlation was observed (1=0.769,
P<0.001) between both techniques. No statistically signifi-
cant ditferences were found between the rafios of vitality
for each mouthwash. when calculated by either technique.

Discussion

The objective of this study was to validate the use of
the ATP bioluminescence method for rapid quantita-
tive evaluation of viable total oral bacteria in biofilm
samples after exposure to the antimicrobial agents.
The obtained results have shown that the ATP biolu-
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minescence method was capable of quantifying bacte-
rial vitality, when applied to a validated in vifro biofilm
model. In fact the relative antimicrobial effect of three
tested antimicrobial compounds was demonstrated with
this method when compared with a negative control and
these results were similar when compared with standard
culturing techniques.

The exposure of a relatively mature biofilm to a 1-min con-
tact with the tested antimicrobials resulted in a bactericidal
effect. demonstrating a significant reduction in the viable
microbial load when compared to the negative control. EO
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was substantially less effective than CHX/CPC and AFSF.
which depicted similar antimicrobial activity. although
AFSF demonstrated a higher variability in its antimicro-
bial effect. CHX/CPC, therefore. demonstrated the most
efficacious activity in this in vifro biofilm model. These
results are in agreement with the reported significant an-
timicrobial effect of a CHX formulation. as compared to
a confrol. when evaluated by ATP bioluminescence in P.
gingivalis biofilms (21). as well as with those reported in
other studies using different biofilm models (9.10.11.22).
All these experiments reported that the CHX-confaining
mouthrinses had significantly higher bactericidal activity
than EO- and AFSF-containing formulations. Multiple
long-term home-use randomized clinical trials have also
demonstrated that CHX-based products are the most ef-
fective against plaque and gingivitis. with demonstrated
antiplaque and antigingivitis effect (23). In addition. CHX-
formulations have demonstrated better clinical results
when compared to EO- and AFSF-formulations (24.25).
The microbiological assay used in this study was the
ATP bioluminescence technique. This method has previ-
ously shown wvalid to provide a real-time estimation of
total viable bacteria in biological sample (19). although
not tested before with a biofilm containing subgingival
bacteria. Prior studies have shown a correlation between
ATP measurements and the viable bacterial number ob-
tained by standard culturing techniques (17.26.27) for the
determination of total oral bacteria. The data from this
investigation also showed a statistically significant corre-
lation (Pearson correlation coefficient of 0.769, p<0.001)
between both techniques. In addition. no statistically sig-
nificant differences between the relative proportions of
cell vitality values for each mouthwash caleulated with
both techniques were observed. These results confirm.
theretfore. the ability of this ATP technology as a suitable
method to evaluate bacterial viability in an oral biofilm
model. since the luminescent signal generated during
cell lyses was proportional to the amount of ATP present.
This technique has also being recently applied in other
oral investigations, such as: the study of different treat-
ment approaches on the removal of early plaque biofilms
grown on titanium implants (16). the detection of cari-
ogenic bacteria genes by a combination of allele-specific
polymerase chain reactions and a novel bioluminescent
pyrophosphate assay (15) and in a randomized clinical
study of plaque retention by self-ligating versus elasto-
meric orthodontic brackets (17).

In conclusion. the results of the present study have vali-
dated the ATP bioluminescence method for evaluating
the bacterial viability in an in vitro biofilm model. It has
also been demonstrated the utility of this in vitro biofilm
model to test the antimicrobial effect of mouthrinses.
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3.ESTUDIO 3

Sanchez MC, Marin M], Figuero E, Llama-Palacios A, Herrera D, Sanz M.
Analysis of viable versus dead Aggregatibacter actinomycetemcomitans and
Porphyromonas gingivalis using selective quantitative real-time PCR with

propidium monoazide. Journal of Periodontal Research 2013; 48:213-220.

RESUMEN

Antecedentes y objetivo: una de las mayores desventajas del diagnostico
microbiolégico basado en el ADN es la incapacidad de algunas técnicas para
diferenciar entre el ADN de las células vivas y de las muertas, de vital importancia
cuando se estudian patdégenos etiolégicamente relevantes. El objetivo de este
trabajo ha sido optimizar un método para la deteccion y cuantificacion selectiva de
células vivas de Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas
gingivalis, combinando la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa

cuantitativa (qPCR) y el compuesto monoazida de propidio (PMA).

Materiales y método: se utilizaron tres concentraciones finales diferentes de PMA
(10, 50 y 100 puM) con una suspensiéon de 106 unidades formadoras de colonia
(UFC)/mL de células vivas/muertas de A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis.
Después de la extraccion del ADN, se llevé a cabo la qPCR utilizando primers y
sondas especificos para cada bacteria. La actividad del PMA fue a continuacién
testada con muestras que contenian diferentes ratios de células vivas y muertas. La
eficacia del PMA para diferenciar entre células vivas y muertas fue analizada

mediante el analisis de la varianza.

Resultados: para estas bacterias patégenas concretas, el uso de PMA, a una
concentracion final de 100 pM, se traduce en una reduccién significativa de la

amplificacion por qPCR cuando la muestra presenta todas las células muertas (106
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UFC/mL), mientras que dicha reduccion no se detecta cuando todas las células
estan vivas. El PMA ha sido también eficaz detectando selectivamente las células
vivas por qPCR en muestras que presentaban células vivas y muertas,

conjuntamente, a diferentes ratios.

Conclusiones: este estudio demuestra la eficacia del PMA para diferenciar entre
células vivas y muertas de las bacterias A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis.
Este método podria ser util para monitorizar nuevas estrategias antimicrobianas y
para evaluar el potencial patogénico de A. actinomycetemcomitans'y P. gingivalis en
diferentes situaciones orales, usando métodos de diagndstico basados en técnicas

moleculares.
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Analysis of viable vs. dead
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans and
Porphyromonas gingivalis
using selective quantitative
real-time PCR with
propidium monoazide

Sanchez MC, Marin MJ, Figuero E, Llama-Palacios A, Herrera D, Sanz M.
Analysis of viable vs. dead Aggregatibacter actinomycetemcomitans and
Porphyromonas gingivalis using selective guantitative real-time PCR with propidium
monoazide. J Periodont Res 2013;48: 213-220. © 2012 John Wiley & Sons A|S

Background and Objectives: One of the major disadvantages of DNA-based

microbial diagnostics is their inability to differentiate DNA between viable and
dead microorganisms, which could be important when studying etiologically

relevant pathogens. The aim of this investigation was to optimize a method for
the selective detection and quantification of only viable Aggregatibacter actino-
mycetemeomitans and Porphyromonas gingivalis cells by combining quantitative
real-time polymerase chain reaction (QPCR) and propidium monoazide (PMA).

Material and Methods: Three different concentrations of PMA (10, 50 or 100 um)
were added to suspensions of 10® (CFU)/mL of viable/dead A. actinom Yyeetem-
comitans and P. gingivalis cells. After DNA isolation, gPCR was carried out using
specific primers and probes for the tested bacteria. PMA was further tested with
different mixtures containing varying ratios of viable and dead cells. The efficacy
of PMA to detect viable/dead cells was tested by analysis of variance.

Results: For these specific bacterial pathogens, 100 pmM PMA resulted in a signif-
icant reduction of gPCR amplification with dead cells (1 0° CFU/mL), while
with viable cells no significant inhibition was detected. PMA was also effective
in detecting selectively viable cells by qPCR detection, when mixtures of varying
ratios of viable and dead bacteria were used.

Conclusions: This study demonstrated the efficiency of PMA for differentiating
viable and dead A. actinomycetemcomitans and P. gingivalis cells. This method
of PMA-qPCR may be useful for monitoring new antimicrobial strategies and
for assessing the pathogenic potential of A. actinomycetemcomitans and P. gingi-
valis in different oral conditions when using molecular diagnostic methods.

© 2012 John Wiley & Sons A/S
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The oral cavity of healthy individuals
contains hundreds of different bacte-
rial, viral and fungal species, which
usually attach to hard surfaces and
form  matrix-embedded  biofilms.
Within this oral microbiota, varying
environmental conditions contribute
to the species composition of the dif-
ferent  biofilms
healthy individuals, oral biofilms are
typically comprised of gram-positive
facultative anaerobes, but in peri-
odontal diseases, such as gingivitis
and chronic periodontitis, subgingival
biofilms increase in volume and in
complexity with higher proportions of
gram-negative species and well-recog-
nized pathogens (e.g. Porphyromonas
gingivalis,  Campylobacter  rectus,
Tannerella forsythia, Treponema denti-
cola and Aggregatibacter actinomyce-
temecomitans) (1). These complex
biofilms induce a local chronic inflam-
matory response that might lead to
the destruction of the tooth-support-
ing tissues, which is the characteristic
pathology in chronic periodontitis.

Owing to the significant association
between the presence of bacterial
pathogens P. gingivalis and A. ggrega-
tibacter actinomycetemcomitans and
the etiology and progression of peri-
odontitis, their identification using
both cultivation and molecular identi-
fication methods has been the target
of many investigations. Although the
detection and identification of bacte-
rial species in subgingival plaque sam-
ples using cultural techniques has
been the traditional gold standard
diagnostic method, the advent of
molecular techniques has improved
extensively our knowledge on the
microbial composition of subgingival
plaque samples.

Cultural techniques have disadvan-
tages, being expensive and laborious
intensive procedures that require rela-
tively long times for the growth of
colonies, what limits the number of
samples that can be evaluated. More-
over, the viable plate count method is
highly dependent on the different
growth media used and the likely
microbial occurring
during growth (2). Its main advan-
tage, however, is the maintenance of
bacterial viability throughout the

encountered. In

interactions

diagnostic process, from sampling to
plate counting, which assures the met-
abolic and reproductive activity of
isolates.

Culture-independent molecular
methods for identification and quanti-
fication of subgingival pathogens have
been developed during recent years (3

8). Among the available alternatives,
quantitative polymerase
chain reaction (qPCR) represents a
rapid method not only able to detect,
but also to accurately quantify patho-
genic bacteria in oral samples (9-11).
The attractiveness of PCR-based tech-
niques includes their enhanced speci-
ficity and sensitivity over traditional
culture techniques, as well as their
ability to obtain results more rapidly
(12). In spite of these advantages, a
major disadvantage of PCR is that it
detects DNA from both viable and
dead bacterial cells, due to the rela-
tively long persistence of DNA after
cell death and, therefore, DNA-based
diagnostics may overestimate the
number of live cells. In fact, DNA
derived from cells destroyed by heat,
disinfectants or antibiotics may serve
as a template for PCR amplification
from days up to 3 wks following their
loss of viability (13-16).

Several authors have attempted to
detect only viable cells by identifying
mRNA using reverse transcriptase
PCR (17.18). The reproducibility in
determining viable and dead cell
counts accurately with this technique
is hampered, however. by the use of
mRNA as the target (19). Other cur-
rently applied microbial diagnostic
methods able to discern between via-
ble and dead cell methods are based
on microscopy and flow cytometry
using BacLight“{[Invitrogcn. Life
Technologies Ltd, Paisley, UK) stain-
ing kits (20-24), although their capa-
bility of identifying viable cells has a
narrower detection range than cultur-
ing (14).

In the last few years, a novel alter-
native has been developed based on
the presence of membrane integrity as
the criterion for distinguishing
between viable and irreversibly dam-
aged cells. Live cells with intact mem-
branes have the ability to exclude
DNA binding dyes that easily pene-

real-time
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trate dead or membrane-compromised
cells. This DNA-based methodology
combines the use of a live/dead dis-
criminating dye, propidium monoaz-
ide (PMA) with the speed and
sensitivity of gPCR. It has been tested
with a diversity of bacterial species,
being able to differentiate between
viable and dead cells (2,19,25-30).
The possible influence of PMA on the
gPCR signal has also been thoroughly
investigated (10,15.31,32).

PMA is a DNA-intercalating dye
with the azide group allowing cova-
lent binding to DNA between the
bases, with little or no sequence pref-
erence, when exposed to bright visible
light (maximum  absorbance at
460 nm). PMA is impermeable to
intact cell membranes, and thus, can
only react with DNA from dead cells
or those with compromised membrane
integrity. Upon penetrating compro-
mised cell membranes, photolysis of
PMA using a bright visible light pro-
duces a nitrene that forms a covalent
link with DNA and other related mol-
ecules (15). Photo-induced PMA
cross-linking will therefore, inhibit
PCR amplification of DNA from
dead cells, while not affecting the
DNA from viable cell. Compared to
unbound DNA., PMA-bound DNA
leads to a reduction in qPCR signal,
which reduces the gPCR bacterial cell
counts.

Owing to the intrinsic characteris-
tics of each microorganism and the
different requirements of the assay
conditions (e.g. time and temperature
of incubation with DNA-intercalating
dyes, such as PMA or etidium mono-
azide), to exposure to light
source and amplification efficiency of
the qPCR assay, this methodology
may produce heterogeneous results.
Moreover, insufficient differentiation
of live and dead cells has been
reported with various bacteria when
using this methodology (e.g. Campylo-
bacter Jejuni and Listeria
monocytogenes) (33). It is, therefore,
necessary to test this methodology
with each target pathogen to ensure a
successful differentiation between via-
ble and dead DNA cells. It is the goal
of this investigation to test the use of
PMA in conjunction with gqPCR

time



in the detection and quantification
of the main, recognized periodontal
pathogens in the subgingival microbi-
ota, A. actinomycetemcomitans and
P. gingivalis.

Material and methods

Bacterial strains and culture
conditions

Standard reference strains of A. ac-
tinomycetemcomitans DSMZ 8324 and
P. gingivalis ATCC 33277 were used
in this investigation. The selected bac-
teria were grown on blood agar plates
(Blood Agar Oxoid no. 2; Oxoid, Bas-
ingstoke, UK). supplemented with
5% (v/v) sterile horse blood (Oxoid),
5.0 mg/mL hemin (Sigma, St Louis,
MO, USA) and 1.0 mg/mL menadi-
one (Merck, Darmstadt. Germany) in
anaerobic conditions (10% H,. 10%
CO, and balance N,) at 37°C for 24
72 h. Growth kinetic was calculated
by generating growth curves of each
bacteria in triplicate. Bactenal colo-
nies were collected from the cultured
blood agar plates and transferred to
12 mL of modified brain-heart infu-
sion medium, and anaerobically incu-
bated at 37°C for 2448 h. This
protein-enriched medium contains
brain-heart infusion (Becton, Dickin-
son and Company; Becton. Dickinson
Co., Franklin Lakes, NJ, USA) sup-
plemented with 2.5 g/L mucin (Ox-
oid), 1.0 g/L vyeast extract (Oxoid),
0.1 g/L cysteine (Sigma), 2.0 g/L
sodium bicarbonate (Merck), 5.0 mg/
mL hemin (Sigma), 1.0 mg/mL mena-
dione (Merck) and 0.25% (v/v) glu-
tamic acid (Sigma). After incubation,
the bacteria were harvested in the late
exponential growth phase and added
to fresh modified brain-heart infusion
medium to begin the growth curve at
the lag phase [0.05 of optical density
(OD) at 550 nm using a spectropho-
tometer (Shimadzu, Kyoto. Japan)].
At specified time intervals, measure-
ments of the OD at 550 nm were
made and 100 pL aliquots were taken.
These aliquots were diluted serally in
phosphate-buffered saline (PBS; pH
7.2: 0.1 mol/L). plated in duplicate on
supplemented blood agar plates, and
incubated in anaerobic conditions at
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37°C for 4-7 d. After incubation, the
counts of the total number of colony-
forming units per milliliter (CFU/mL)
of samples were calculated. Bacteral
colonies were collected from the cul-
tured blood agar plates and trans-
ferred to 12 mL of meodified brain
heart infusion medium, and anaerobi-
cally incubated at 37°C for 24-48 h.
At the exponential growth phase, the
concentration of grown bacteria in
the obtained suspension was deter-
mined by OD at 550 nm and adjusted
to concentrations of 10° CFU/mL by
serial dilutions if necessary in the
same growth medium. The concentra-
tion was confirmed by plating 100 pL
aliquots diluted serially in PBS in
duplicate on supplemented blood agar
plates, incubated in anaerobic condi-
tions at 37°C for 4-7 d. After incuba-
tion, the counts of the total number
of CFU/mL were carried out.

Inactivation of Aggregatibacter
actinomycetemcomitans and
Porphyromonas gingivalis

Two hundred and fifty microliter
aliquots of a 10° CFU/mL cell sus-
pension of A. actinomycetemcomitans
and P. gingivalis were inactivated by
exposure to 70% isopropanol for
10 min. Then, the isopropanol was
removed by centrifugation at 9000 g
for 5 min before resuspension in
250 uL of PBS. Three different mixed
bacterial cultures prepared on sepa-
rate days were performed (n = 3). The
absence of viable cells was confirmed
by culturing an aliquot of the treated
cells on supplemented blood agar
plates for 72 h at 37°C in anaerobic
conditions.

Propidium monoazide treatment in
viable/dead isolates

PMA (Biotium Inc., Hayword, CA,
USA) was added at final concentra-
tions of 10, 50 or 100 pm to sample
tubes containing 250 pL of either via-
ble or isopropanol-killed cells (all
derived from a 10° CFU/mL cell sus-
pension). Following an incubation
period of 10 min at 4°C in the dark.
the samples were subjected to photo-
induced cross-linking of PMA by light
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exposing for 20 min using a 550 W
halogen light source, placed 20 cm
above the samples. The sample tubes
were laid horizontally on ice during
this period to avoid excessive heating.
After photo-induced cross-linking. the
cells were centrifuged at 9000 g for
3 min before DNA isolation. To con-
trol for any influence on the bacteria
viability of the process alone (incuba-
tion at 4°C and exposure to light
source). 250 pL of viable and isopro-
panol-killed cells (all derived from a
10° CFU/mL cell suspension) sub-
jected to the same process, but with-
out exposure to PMA, were used as
samples. Three different
experiments prepared on separate
days were performed (n = 3).

control

Propidium monoazide treatment in
mixed viable/dead isolates

After the isopropanol killing of a
10° CFU/mL cell suspension of 4. ae-
tinomycetemcomitans and P. gingivalis
as described, dead cells were mixed
with viable cells (105 CFU/mL) in
defined proportions.
were prepared where viable cells rep-
resented 100%, 75%. 50%. 25% or
0% of the total bacterial cell concen-
tration. PMA treatments were carried
out in triplicate on 250 puL of the cell
mixtures using 100 pm PMA, 10 min
of incubation in the dark at 4°C and
then exposed to the light for 20 min.
As controls, the same mixtures with
decreasing proportions of viable cells,
but without any PMA treatment, were
assessed. Then, all samples were sub-
ject to genomic DNA isolation fol-
lowing the protocol described
afterwards.

The mixtures

DNA isolation and quantitative PCR

The DNA was isolated from all PMA-
treated samples and from controls
using a commercial kit (ATP Genomic
DNA Mini Kitﬁ; ATP Biotech, Taipei,
Taiwan), following the manufacturer’s
instructions. The hydrolysis probes 5'
nuclease assay PCR method was used
for detecting and quantifying bacterial
DNA. Primers (synthesized by Invitro-
gen, Carlsbad, CA, USA) and probes
(synthesized by Applied Biosystems,
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Carlsbad, CA., USA) were targeted
against 16S rRNA genes for both
A. actinomycetemcomitans  [forward
(F): 5¥-GAA CCT TAC CTA CTC
TTG ACA TCC GAA-3 reverse (R):
§-TGC AGC ACC TGT CTC AAA
GC-3', probe: 5-AGA ACT CAG
AGA TGG GTT TGT GCC TTA
GGG-3 (34); Amplicon size: 80 bp]
and P. gingivalis [(F): ¥-GCGCTCAA
CGTTCAGCC-3'. (R): 5-CACGAAT
TCCGCCTGC-3', Probe: 5'-CAC-
TGAACTCAAGCCCGGCAGTTTC
AA-3 (35); Amplicon size: 67 bp].
PCR amplification was performed in a
total
20 pL. The reaction mixtures con-
tained 10 pL of 2x TagMan master
mixture (Tagman Gene Expression
Master Mix"™; Applied Biosystems),
optimal concentrations of primers and
probe (300, 300 and 100 nwm for A. ac-
tinomycetemcomitans, and 300, 300
and 300 nm, for P. gingivalis). and
5 uL of DNA from samples. The nega-
tive control used was 5 pL of sterile
water [no template control (NTC)].
The samples were subjected to an ini-
tial amplification cycle of 95°C for
10 min, followed by 40 cycles at 95°C
for 15 s and 60°C for 1 min, Quantita-
tion was achieved through the use of
calibration curves in each run. Purified
genomic DNA of both bacteria, P. gin-
givalis strain ATCC 33277 and A. ac-
tinomycetemcomitans  strain  DSMZ
8324, was obtained from 10° CFU/mL
axenic  suspensions following  the
described protocol of DNA isolation.
CFU/mL was determined by OD at
550 nm based on the growth curves
generated and confirmed by plated
100 pL aliguot, diluted serially in PBS
in duplicate on supplemented blood
agar plates, incubated in anaerobic
conditions at 37°C for 4-7 d. After
incubation, counts of the total number
of CFU/mL were carried out. Punfied
DNAs were measured by using the
Nanodrop® ND-1000 Spectrophotom-
eter (NanoDrop, Wilmington, DE,
USA) to determine their purity and
concentration. Serial dilutions of puri-
fied DNA, with a range 10°-10 CFU/
mL correspondence, were prepared as
stock solutions and conserved at —20°C.
The samples were analyzed with a
FASTA HT 7900 thermocycler

reaction mixture volume of

(Applied Biosystems). The plates used
in the study were transparent Micro-
Amp® Fast Optical 96-Well reaction
Plate (0.1 mL) (Applied Biosystems).
sealed by MicroAmpTM  Optical
Adhesive Film (Applied Biosystems).

To wverify analytical specificity,
homologies of the selected primers and
the probe with unrelated sequences
were checked by a search with the
BLAST program from the National
Center for Biotechnology Information.
Additionally, gPCR was performed to
confirm the amplicon size obtained.
The band position of the PCR products
was in accordance with the expected
amplicon length. The repeatability of
the assay was ensured with the same
sample analyzed twice in the same
assay. The sensitivity (expressed as the
limit of detection, LOD) was based on
the calibration curves and the NTCs
values obtained.

Data analyses

The Cg [quantification cycle, previ-
ously known as threshold cycle (Ct)]
values and correlations with CFU/mL
(based on calibration curves in each

run) were automatically generated
through the sps 23  sorrware®
(Applied Biosystems). Data were

expressed as mean and standard devi-
ation (SD). All assays presented act in
accordance with the premise of cali-
bration curves with slope range 3.3
3.5 cycles/log decade, P =099 and
efficiency range 1.9-2.0.
Kolmogorov-Smirnov goodness-of-
fit tests were computed for each variable
to evaluate the normality of the distri-
bution. Analysis of variance (ANOVA)
and post hoc testing with Bonferroni’s
correction for multiple comparisons
were used. Results were considered sta-
tistically significant at p < 0.05. A soft-
ware package (1BM™ spss® sTATISTICS
19.0; IBM Corporation, Armonk, NY,
USA) was used for all data analysis.

Results

Effects of propidium monoazide on
dead cells

Table 1 depicts the effectiveness of
PMA on A. actinomycetemcomitans
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and P. gingivalis suspensions of dead
cells, comparing the qPCR results
after using different concentrations of
PMA (10, 50 and 100 pm) with the
positive controls, without PMA expo-
sure. The Cq values of dead cells trea-
ted with PMA gradually increased
with the increased concentration of
PMA used, which indicates a reduc-
tion in the amplification of DNA
derived from cells killed by isopropa-
nol, and therefore, a reduction in the
amounts of A. actinomycetemcomitans
and P. gingivalis. For both bacterial
species, the mean Cg wvalues at
100 pm PMA  fell below the LOD.
These results showed that 100 pm
PMA was effective in preventing
gPCR amplification of the target
sequence from the dead cell suspen-
sion for both bacterial species. For
P. gingivalis, similar

obtained at 50 pym PMA.

Non-significant differences in Cq
values were observed for A. actinomy-
cetemcomitans when comparing iso-
propanol-killed treated with
10 pm PMA to the positive control
(1.2, SD=14; p=1.00). The treat-
ment of isopropanol-killed A. actino-
mycetemcomitans cells with 50 or
100 pm PMA resulted in Cq values
below the detection limit [29.0
(SD = 0.1)]. In the case of P. gingiva-
lis, statistically significant differences
in Cq values were observed when
comparing isopropanol-killed cells
treated with 10 pm PMA to the posi-
tive control (4.5, SD = 0.7: p < 0.01)
and the treatment with 50 or 100 pm
PMA resulted in Cq values below the
detection limit [32.1 (SD = 0.1)].

Cq values were used to determine
the correlation between the numbers
of CFU/mL obtained from gPCR
assays. Figure | illustrates the effect
of different concentrations of PMA
on the log CFU/mL in the isopropa-
nol-killed bacterial suspension. Com-
pared to the positive control,
statistically significant differences in
the number of CFUmL were
observed for A. actinomycetemecomi-
tans and P. gingivalis, when dead cells
were treated with 50 and 100 pm
(p < 0.05). For both bacterial species.
no statistically significant differences
were found when the three PMA

results were

cells
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Table 1. Effect of increasing propidium monoazide (PMA) concentration on viable and isopropanol-killed 4. actinomycetemcomitans and
P. gingivalis cells. The Cq values indicate the mean values of three independent experiments with the standard deviations (SD)

Cq values [mean value (SD)]

A. actinomycetemcomitans

P. gingivalis

Non-PMA 10 pm PMA - 50 pv PMA - 100 py PMA - Non-PMA 10 pm PMA - 50 p PMA 100 pm PMA
Viable cells 221(0.2)  226(0.3) 230 (0.2) 23.2(0.2) 228 (0.7) 22,0 (0.5) 224 (0.4) 22.7(0.5)
Dead cells 23.8(0.7) 280 (3.9) 292 (2.8 30.8(0.8) 26.5(1.6)  314(L1) 322 (0.7 328 (0.8)
Limit of detection ~ 29.0(0.1)  29.0 (0.1) 29.0 (0.1) 29.0 (0.1) 321 (04)  32.1(04) 321 (0.4) 321 (0.4)
No template control  34.1(04)  341(04) 34104 34.1(04) 358(1.6) 358(L6) 358 (L6) 358 (1.6)

*Value below detection limit.
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Fig. 1. Effect of propidium monoazide (PMA) on isopropanol-killed bacterial suspension:

dead bacterial suspension, containing 10° colony forming units (CFU)/mL for A. actino-

mycetemcomitans and P. gingivalis, were subjected to increasing concentrations of PMA.

The effects are shown as the log conversion of CFU/mL. The bars indicate mean values of

three independent experiments, and the error bars indicate standard deviations.

concentrations used to treat dead cells
were compared (p = 1.00).

Effects of propidium monoazide on
viable cells

Table | shows the effect of PMA on
A. actinomycetemcomitans and P. gin-
givalis viable cell suspensions, compar-
ing the gPCR results after using
different concentrations of PMA (10,
50 and 100 pm) with the corresponding
viable cell suspensions without PMA
exposure. For both A. actinomycetem-
comitans and P. gingivalis, Cq values of
22.1 (SD =0.2) and 22.8 (SD = 0.7),
respectively, derived from viable cells
not treated with PMA, were similar to
the obtained Cg values with the same
cell suspensions treated with PMA
(Table 1). For both bacterial species.
no statistically significant differences in

Cg values and/or log CFU/mL were
observed (p > 0.05) when the three
PMA concentrations were used with
viable cells or when compared with the
viable cell suspension not subjected to
PMA treatment. No statistically signifi-
cant differences were found when the
three concentrations used to treated
isopropanol-killed cells were compared
(p = 0.05).

Effects of propidium monoazide on
mixtures of viable and dead cells

The efficiency of PMA in selectively
allowing DNA amplification from via-
ble cells in the presence of dead cells
was evaluated. Table 2 depicts the
effect of PMA on A. actinomycetem-
comitans and P. gingivalis suspensions
where both viable and dead cells were
combined. When viable/dead mixed
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bacterial cells were similarly treated
with 100 pm PMA before DNA extrac-
tion, Cq wvalues gradually increased
from 230 (SD=08) to 289
(SD = 0.2) for A. actinomyeetemcomi-
tans, and from 25.3 (SD = 0.8) to 32.7
(SD = 1.0) for P. gingivalis, as the per-
centage of viable cells decreased; there-
fore, demonstrating a relationship
between Cq values and number of via-
ble cells present in a sample. Figure 2
represents  a  linear  relationship
between the Cq values and log number
of CFU/mL in the wiable/dead cell
mixtures after the PMA and gPCR
reaction for both A. actinomycetem-
comitans and P. gingivalis.

Discussion

The results of the present study have
demonstrated that PMA at 100 pm
was able to prevent gPCR amplifica-
tion of DNA from dead cells of
A. actinomyeetemcomitans and P. gin-
givalis and, in the case of P. gingiva-
lis, at 50 pm PMA. These
were confirmed when the same PMA
treatment was applied to viable cells
(no effect observed) or to a combi-
nation of viable/dead cells.

Successful gPCR quantification was
obtained when tested in viable as well
as dead bacterial suspensions of both
A. actinomycetemcomitans and P. gin-
givalis. Cq values derived from viable
and isopropanol-killed positive con-
trols, subjected to the treatment condi-
tions but without the exposure of
PMA, indicated that the qPCR tech-
nique quantified DNA from viable cells
and from dead cells. This amplification
of DNA from dead cells may lead to
false positive results when using PCR

results
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Table 2. Effect of propidium monoazide (PMA) treatment on defined proportions of viable and isopropanol-killed 4. actinomycetemcomi-

tans and P. gingivalis cell mixtures

Cqg values [mean value (standard deviation (SD)]

Ratio of viable/dead cells (% /%)

A. actinomycetemcomintans

P. gingivalis

100:0 75:25 50: 50 25:75 0: 100 100 :0 75:25 50: 50 25:75 0: 100
Viable/dead cells: 204(04) 213(1.3) 21.2(0.6) 2L9(0.3) 229 (0.7) 238 (0.6) 242(0.9) 24.6 (0.6) 254(0.6) 28.1(0.8)
Non-PMA-treated
cells
Viable /dead cells: 23.0(0.8) 239 (0.5 24.8(09) 255(0.7) 289(0.2) 253 (0.8) 265 (0.6) 26.5(0.8) 26.9(0.7) 32.7(L0)
PMA-treated cells
Limit of detection 290 (0.1) 290 (0.1) 290 (0.1) 290 (0.1) 290 (0.1) 32.1(04) 321(04) 321(04) 321(04) 321(049)

Mixtures were prepared with viable cells representing 100%, 75%, 50%, 25% or 0% of the total bacterial cell concentration (10° CFU/
mL). A final concentration of 100 pm of PMA was used. The Cg values indicate the mean values of three independent experiments with
the standard deviations. NTC ranged between 34.1 (SD = 0.4) for A. actinomycetemcomitans and 35.8 (SD = 1.6) for P. gingivalis.
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Fig. 2. Relationship between the log colony forming units (CFU)/mL and Cqg values from
propidium monoazide (PMA) g PCR amplification of A. actinomycetemcomitans and

P. gingivalis. Total number of cells in viable-dead cell mixtures was kept constant at
10° CFU/mL. Mixtures were prepared such that viable cells represented 100%. 75%.
50%, 25% or 0% of the total bacterial cell concentration. A final concentration 100 pm of
PMA was used. Plotted values are the means and standard deviations derived from three

independent assays.

technology and. therefore, the use of
molecular methods for detecting and
quantifying specific species in mixed
bacterial samples must determine
whether the DNA amplification results
from viable or dead bacteria. This is
particularly useful in studies evaluating
the pathogenic potential of the target
species in relation to the studied patho-
logical process, as well as when deter-
mining the efficacy of antimicrobial
therapies on biofilms or bacterial com-
munities. Both objectives are important
for the specific bacterial species tested
in this investigation. A. actinomycetem-
comitans and P. gingivalis are well-rec-
ognized periodontal ~ pathogens,

strongly associated with periodontitis
(36) and, therefore, studies evaluating
their etiological role in the initiation
and progression of this disease must
assure that the number of these species
retrieved from subgingival samples rep-
resents viable cells. Similarly, studies
evaluating the efficacy of different anti-
microbial strategies on subgingival bio-
films, including targeted strategies
against the two mentioned species,
must assure that the quantification of
bacteria account for differences
between viable and dead cells.

Cq values from viable cell suspen-
sions, regardless of PMA treatment,
were compared with those obtained
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from the positive control (dead cells
without exposure to PMA). Although
Cq values from viable cells suspensions
were significantly lower than the
obtained from the positive control, only
a limited proportion of genomic DNA
was destroyed during exposure of
A. actinomycetemcomitans and P.gingi-
valis cells to isopropanol, providing sui-
table DNA template for PCR
amplification.

In view of the fact that isopropanol
can cause destruction of a greater
proportion of genomic DNA than
other killing methods (16), an alterna-
tive method of killing cells, by heat
treatment at 95°C for 10 min, was
used as the control to ensure that iso-
propanol did not interfere with the
results. For a given Cq value from
viable cell suspensions regardless of
PMA treatment [25.2 (SD = 0.1) for
A. actinomycetemcomitans and 24.5
(SD = 0.0) for P. gingivalis], the Cq
values from positive controls obtained
by heat treatment [26.7 (SD = 0.0) for
A. actinomycetemcomitans and 27.4
(SD = 0.2) for P. gingivalis)] demon-
strated similar behavior to those
obtained by the isopropanol-
killing method [26.0 (SD = 0.1) for
A. actinomycetemcomitans and  26.9
(SD = 0.1) for P. gingivalis).

In agreement with previous reports,
our results showed that PMA
treatment did not significantly inhibit
DNA amplification from viable cells,
while there was a significant reduction
of DNA amplification from dead cells



(2.15.16,19,28,32). For both bacterial
species, no statistically significant dif-
ferences in Cg wvalues and/or log
CFU/mL were observed (p > 0.05),
when the three PMA concentrations
were used with viable cells, in com-
parison with the same cells without
PMA treatment. The PMA charge
and lack of permeability of this mole-
cule through intact cell membranes
are the main reasons for the minimal
effect on viable cells (15).

The evaluation of the efficacy of
PMA combined with the gPCR reac-
tion on mixed (viable/dead) bacterial
suspensions, at different proportions,
resulted in a linear relationship between
Cq values and number of viable cells,
demonstrating an increase in Cq values
with the decreasing number of viable
bacteria. This result further demon-
strates that PMA is effective in selec-
tively allowing PCR amplification of
DNA from viable cells, also in the pres-
ence of DNA from dead cells. These
results are with
described in previous studies using the
same methodology, when applied in
different bacterial species (2,19.25-30).
These authors also reported a success-
ful inhibition of gPCR amplification of
DNA in the presence of dead cells.
There are few reports about this tech-
nology being applied to the study of
oral bacteria (28,29). Recently, a simi-
lar report comparing the effect of two
DNA-intercalating  dyes  (etidium
monoazide and PMA) on three oral
bacteria, including A. actinomycetem-
comitans (28), was published. Our
investigation  provides  additional
insight into the use of this method for
quantifying viable P. gingivalis and
A. actinomycetemcomitans. Their
results showed a lesser initial reduction
in the gPCR signal derived from dead
cells treated with PMA than we have
reported in this investigation. This fact
was attributed to the amplicon size used
(82 bp) (28.32). achieving better results
when expanded the amplicon size to
200 bp. Because amplicon sizes larger
than 150 bp are not approved for the
gPCR technique, in our investigation
we have successfully used an amplicon
of 80 bp, and hypothesized that the
improved results obtained using this
methodology with A. actinomycetem-

consistent those
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comitans might be due to the assay con-
ditions, rather than the size of
amplicons. The tight control of temper-
ature, time of incubation, time of light
exposure, amplification efficiency of the
qPCR assay and quantity of unspecific
background DNA in the reaction might
be crucial for attaining improved
results. Moreover, we have proven in
this study that an amplicon of 80 bp
was sufficient to demonstrate a positive
PMA effect on the dead cells. In addi-
tion, we have studied (data not shown)
the effect of PMA on purified DNA
from A. actinomycetemcomitans and
P. gingivalis, and inhibition of the
DNA-gPCR amplification was com-
plete.

To determine optimal assay condi-
tions for allowing the penetration of
PMA  through membrane-compro-
mised A. actinomycetemcomitans and
P. gingivalis cells, bacterial suspensions
were subjected to different temperatures
and different periods of cross-linking
and light exposure (data not shown). In
an initial set of experiments, 100 pm
PMA was selected as the final concen-
tration and added to 250 pL culture
aliquots, following anincubation period
from 1 to 10 min in the dark at4°C and
ambient temperature. After that, sam-
ples were subjected to cross-linking of
PMA by exposing them to a halogen
light source of 550 W placed 20 cm
above the samples for 5-20 min. An
incubation time of 10 min at 4°C in the
dark with PMA and an exposure of
20 min to the light source proved the
most effective conditions for these bac-
teria. A concentration of 10° CFU/mL
was selected for validating the method.
as previous experiments performed
using this methodology in a subgingival
biofilm model development by our
research group (23), used the selected
bacteria at this concentration. This
methodology will allow us not only
tostudy A. actinomycetemcomitans and
P. gingivalis dynamics within the bio-
film, butalso to assess the efficacy of dif-
ferent antiseptic compounds on
these pathogens within this biofilm
model.

The bacterial detection within the
range of 10°-10* CFU/mL was limited
by contamination from bacterial DNA.
This unspecific signal, conceivably con-
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ferred by the Tag DNA polymerase and
PCR reagents, has been previously
reported (19.31). Measures to avoid
carryover DNA have been established:
for example, separation of pre- and
post-PCR laboratory area, use of flow
cabin, barrier tips or disposable gloves.
None of these methods, however,
proved very effective in reducing copy
numbers of bacterial ribosomal DNA
inthe PCR reagents. Although Cq of 40
are theoretically available for the reac-
tion, contamination of reagents with an
non-specific DNA background mani-
fest in the NTCs, restricted the sensitiv-
ity of the reaction to Cq values between
34.1 (SD = 0.4) for A. actinomycetem-
comitans and 358 (SD=1.6) for
P. gingivalis (Table 1). This fact may be
responsible for dead cell suspensions
demonstrating a quantifiable value
using qPCR when combined with
PMA. In this investigation, cell death
was confirmed in all cases by culture
methods, although it is conceivable that
in some cases, these quantifiable values
from dead cell suspensions were due to
an insufficient capacity of isopropanol
treatment to kill all the cells, which may
have remained viable but not cultivable.

In conclusion, this method of PMA
treatment of mixed bacterial suspen-
sions followed by g-PCR analysis, has
demonstrated its efficacy for rapid
detection and quantification of viable
A. actinomycetemeomitans and P. gin-
givalis, as well as its efficacy for pre-
venting DNA amplification from the
dead cells. The results have demon-
strated the potential of this methodol-
ogy (PMA combined with qPCR) for
differentiating viable and dead A. ac-
tinomycetemcomitans and P. gingivalis
in oral samples.
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4.ESTUDIO 4

Sanchez M(C, Marin M]J, Figuero E, Llama-Palacios A, Ledn R, Blanc V, Herrera
D, Sanz M. Quantitative real-time PCR combined with propidium monoazide
for the selective quantification of viable periodontal pathogens in an in vitro
subgingival biofilm model. Journal of Periodontal Research 2013; doi:
10.1111/jre.12073.

RESUMEN

Antecedentes y objetivo: la diferenciaciéon entre células vivas y muertas es un
importante factor a tener en cuenta cuando se utilizan técnicas de diagnoéstico
basadas en biologia molecular. Esto es especialmente relevante cuando las
bacterias han sido expuestas a un agente antimicrobiano. El objetivo de este
estudio ha sido testar la técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa (qQPCR) combinada con el compuesto monoazida de propidio (PMA),
como método para la deteccion y cuantificacion selectiva de las células vivas de
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium
nucleatum y de las bacterias totales en un modelo de biopelicula in vitro después

de un tratamiento antimicrobiano.

Materiales y método: el método de PMA-qPCR ha sido testado en un modelo de
biopelicula in vitro, usando alcohol isopropilico como agente antimicrobiano. Las
biopeliculas maduras se sometieron durante 1, 5, 10 y 30 min al alcohol por
inmersion. Tras ello, las biopeliculas se disgregaron y se trataron con PMA
(concentracion final 100 uM). Después de la extraccion del ADN, se llevo a cabo la
gPCR utilizando cebadores y sondas especificos para cada bacteria. La
diferenciacion entre células vivas y muertas fue analizada mediante el analisis de

la varianza.
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Resultados: cuando el PMA se usa en presencia de las bacterias vivas no se detecta
ninguna inhibicidén significativa de la sefial obtenida por qPCR (p>0,05 en todos los
casos). En cambio, después de la inmersion de las biopeliculas en alcohol
isopropilico, el efecto del PMA se traduce en una reduccién significativa de la sefial
de qPCR, para el total de las bacterias de hasta 4 log1o, para P. gingivalis de 3 logo,

y de 2 logio para A. actinomycetemcomitansy F. nucleatum.

Conclusiones: estos resultados demuestran la eficiencia del PMA para diferenciar
entre células vivas y muertas de P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, F.
nucleatum y de las bacterias totales en un modelo de biopelicula in vitro después
de un tratamiento antimicrobiano. Por consiguiente, este método podria ser util

para estudiar el efecto de productos antimicrobianos en biopeliculas orales.
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Background and Objectives: Differentiation of live and dead cells is an important
challenge when using molecular diagnosis for microbial identification. This is
particularly relevant when bacteria have been exposed to antimicrobial agents.
The objective of this study was to test a method using quantitative real-time
polymerase chain reaction (qPCR) combined with propidium monoazide
(PMA), developed for the selective quantification of viable P. gingivalis, A. ac-
tinomycetemcomitans, F. nucleatum and total bacteria in an i vitro biofilm
model after antimicrobial treatment.

Material and Methods: PMA-qPCR method was tested in an in vitro biofilm
model, using isopropyl alcohol as the antimicrobial agent. Matured biofilms
were exposed for 1, 5, 10 and 30 min to isopropyl alcohol by immersion. Bio-
films were disrupted and PMA added (final concentration of 100 pm). After
DNA isolation, qPCR was carried out using specific primers and probes for the
target bacteria. The differentiation of live and dead cells was tested by analysis
of variance.

Results: When PMA was used in the presence of viable target bacterial cells,

- £y e e oo e Dr Mari Sanz, Section of Periodontology,
no statistically significant inhibition of qPCR amplification was detected F;cuﬁ;lz:c(,)dzrr]nzolo;, I;:ua I:;:zanlocﬁ sn,
(p = 0.05 in all cases). Conversely, after immersion in isopropyl alcohol of the Ciudad Universitaria, Madrid 28040, Spain
biofilm, PMA resulted in a significant total reduction of gPCR amplification ;‘9‘”’(334‘3 9;?;;;?;’110

of about 4 logg. P. gingivalis showed a vitality reduction in the biofilm of 3 ax: +(34)

e-mail: marianosanz @ odon.ucm.es
lo while A. actinomycetemcomitans and F. nucleatum showed a 2 lo }
810, ) g10 Key words: Aggregatibacter

reduction. actinomycetemcomitans; antimicrobial

. X . L. agents; Fusobacterium nucleatum; oral
Conclusion: These results demonstrate the efficiency of PMA for differentiating bicfilm; Porphyromonas gingivalis; propidium
viable and dead P. gingivalis, A. actinomycetermcomitans and F. nucleatum cells, monoazide; quantitative real-time PCR
as well as total bacteria, in an i vitre biofilm model, after being exposed to an Accepted for publication February 02, 2013
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antimicrobial agent. Hence, this PMA-qPCR method may be useful for studying
the effect of antimicrobial agents aimed at oral biofilms.

Human dental plaque, consisting of
dynamic and extremely complex bio-
film organized on dental surfaces. is
the major cause of caries and
periodontal diseases (1). Within this
ecosystem, the varying environmental
and ecological conditions affecting the
biofilm, to changes its
microbial composition. In oral health,
it is typically comprised of gram-posi-
tive, facultative anaerobic bacteria; in
the presence of disease, such as in gin-
givitis and chronic periodontitis, these
biofilms increase in volume and
complexity, with higher proportions
of gram-negative bacteria and the
presence of well-recognized pathogens
(e.g. Aggregatibacter actinomycetem-
comitans, Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia and Treponema
denticola) (1).

Owing to the well described implica-
tions of these biofilms in the aetiology
of caries and periodontal diseases, it is
important to optimize methodologies
to assess and quantify these microbial
communities, as well as to study the
impact on these biofilms of the different
preventive and therapeutic antiplaque
strategies, both mechanical and phar-
macological (2-6). With this goal,
mainly targeting on chemical plaque
control, different simplified in vitro bio-
film models have been developed
(7-14). These investigations have
shown that the effectiveness of antimi-
crobial agents is reduced by well-
established physical and biological
properties on these mature oral bio-
films. In fact, when the same agents are
tested with the same bacterial cells in
planktonic growth. they have shown
higher antimicrobial activity (1,15,16).
These tested in vitro biofilm models
however, do not lend themselves to test-
ing against a consortium of anaerobic
bacteria, including the above-men-
tioned periodontal pathogens. Thus,
our research group has developed and
tested an in vitro subgingival biofilm
model that contains initial (Strepiococ-
cus oralis and Actinomyces naeslundii),

contribute

early (Veillonella parvula) and second-
ary (Fusobacterium nucleatum) coloniz-
ers, as
periodontal pathogens, P. gingivalis
and A. actinomycetemcomitans, thus
simulating the i vive composition of
the subgingival microbiota (14).

For microbiological diagnosis, the
use of nucleic acid base techniques,
such as the polymerase chain reaction
(PCR). have been widely employed
for identifying and quantifying oral
bacteria (17-27). but they are not
widely used for assessing antimicro-
bial efficacy. These PCR-based tech-
niques have shown a great advantage
over traditional culture techniques in
regards to their specificity and sensi-
tivity, as well as in their ability to
obtain results more rapidly. Never-
theless, bacterial DNA may persist in
the environment for a long time after
cell death, and, therefore, DNA-
based diagnosis may overestimate the
number of bacteria after an antimi-
crobial treatment (28-31). To over-
come this problem, a method based
on the use of discriminating dyes,
such as propidium monoazide (PMA)
or ethidium monoazide has been
developed. It is based on the ability
of these dyes to detect cell membrane
integrity, and thus  distinguish
between viable and irreversibly dam-
aged cells (26,28-37).

PMA is a DNA-intercalating dye
with an azide group, which when
exposed to bright visible light (maxi-
mum absorbance at 460 nm), pro-
motes a covalent binding between the
DNA bases, with little or no sequence
preference (30). PMA, however, is
impermeable to
branes, and thus, can only react with
DNA in those cells that are dead or
with significant compromised mem-
brane integrity. When combined with
PCR. the photo-induced PMA bind-
ing of DNA bases will inhibit the spe-
cific detection of DNA fragments in
dead cells, hence only being able to
detect live bacteria. This method has

well as two well-known

intact cell mem-
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been applied successfully in a broad
range of environments and bacterial
species, including planktonic oral bac-
teria (38-40), but never in oral biofilm
systems.

It is. therefore. the objective of this
investigation to evaluate the efficacy
of using quantitative real-time PCR
(qPCR) in conjunction with PMA, in
an in vitro subgingival biofilm model,
in the quantification of total viable
bacteria as well as periodontal patho-
gens, after exposure to a potent anti-
microbial agent.

Material and methods

Bacterial strains and culture
conditions

Standard reference strains of S. oralis
CECT 907T, V. parvula NCTC
11,810, A. naeslundii ATCC 19,039,
F. nucleatum DMSZ 20482, A. actino-
mycetemcomitans DSMZ 8324 and
P. gingivalis ATCC 33.277 were used.
Bacteria were grown on blood agar
plates (Blood Agar Oxoid No. 2:
Oxoid, Basingstoke, UK), supple-
mented with 5% (v/v) sterile horse
blood (Oxoid), 5.0 mg/mL hemin
(Sigma, St Louis, MO, USA) and
1.0 mg/mL menadione (Merck.,
Darmstadt, Germany) in anaerobic
conditions (10% H,, 10% CO, and
balance N,) at 37°C for 24-72 h.

Saliva preparation

Unstimulated saliva was obtained from
healthy volunteersin 10 mL aliquots at
least 1.5h after eating, drinking or
tooth brushing. Each saliva sample was
treated with 2.5 mmol/L pr-dithiothre-
itol (Sigma) for 10 min, with continu-
ous stirring for reducing salivary
protein aggregation. [t was then centri-
fuged (10 min, 4°C, 9000 g) and the
obtained supernatant diluted (1 :1)
with phosphate-buffered saline (PBS).
The obtained sample was filtered and
sterilized through a 0.22 pm pore size



Millex GV low-protein-binding filter
x 50 (Millipore, Millipore Corpora-
tion, Bedford, MA, USA) and stored
at —20°C. The efficacy of this protocol
was assessed by plating processed sal-
iva samples on to supplemented blood
agar plates for 72 h at 37°C and con-
firmed by the lack of any bacterial
growth on either aerobically or anaero-
bically incubated plates.

Biofilm development

Biofilms were developed as previously
described by Sdnchez er al. (14). In
brief, pure cultures of each bacteria
were grown anaerobically in a protein-
rich medium containing brain-heart
infusion (Becton, Dickinson & Co.,
Franklin Lakes, NJ, USA) supple-
mented with 2.5 g/L mucin (Oxoid).
1.0 g/L yeast extract (Oxoid), 0.1 g/L
cysteine (Sigma), 2.0 g/L sodium bicar-
bonate (Merck)., 5.0 mg/mL hemin
(Sigma), 1.0mg/mL  menadione
(Merck) and 0.25% (v/v) glutamic acid
(Sigma). The bacterial growth was har-
vested at mid-exponential phase (mea-
sured by spectrophotometry), and a
bacterial suspension in modified brain

heart infusion medium containing 10°
colony forming units (CFU) permL for
S. oralis, 10° CFU/mL for V. parvula
and A. naeshindii, and 10° CFU/mL
for F. nucleatum, A. actinomycetem-
comitans and  P. gingivalis ~ was
prepared. Sterile calcium hydroxyapa-
tite disks of 7 mm of diameter and
1.8 mm (standard deviation, SD = 0.2)
of thickness (Clarkson Chromatogra-
phy Products, Williamsport, PA, USA)
were coated with treated saliva for 4 h
at 37°C in sterile plastic tubes, and then
placed in the wells of a 24-well tissue
culture plate (Greiner Bio-one, Fric-
kenhausen, Germany). Each well was
inoculated with 1.5 mL mixed bacteria
suspension prepared and incubated in
anacrobic conditions (10% H,, 10%
CO;, and balance N») at 37°C for 72 h.
The plates employed for assessing the
sterility of the culture medium were
used as controls.

Antimicrobial treatment

Biofilms were gently washed with PBS
to detach non-adhered cells and to
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remove the culture medium. Then, the
discs were immersed during 1. 5, 10
and 30 min in the antimicrobial solu-
tion consisting 70% isopropyl alcohol.
As isopropanol causes cellular dam-
age, it is expected that a significant
number of the biofilm bacterial will
become dead when exposed to this
agent. After this treatment, the discs
were sequentially washed three times
in fresh PBS (immersion time per
rinse, 10 s) to remove the antimicro-
bial solution. Negative controls were
included, substituting the isopropanol
solution by PBS. The experiments
were repeated nine times (n =9), on
different days and with fresh biofilm
preparations.

Propidium monoazide treatment

After antimicrobial treatment, biofilms
were disrupted by vortex for 2 min in
1 mL of PBS. PMA (Biotium Inc.,
Hayword, CA, USA) was added to
sample tubes containing 250 pL of di-
saggregated biofilm cells, at a final
concentration of 100 pm. Following
an incubation period of 10 min at 4°C
in the dark, the samples were sub-
jected to light exposure for 20 min,
using a 550 W halogen light source,
placed 20 cm above the samples. Dur-
ing this exposure, the sample tubes
were laid horizontally on ice to avoid
excessive heating. After PMA photo-
induced DNA cross-linking, the cells
were centrifuged at 12,000 g for 3 min
before DNA isolation. To control for
any possible influence of the experi-
mental process on bacterial viability,
the same procedure (incubation at 4°C
and exposure to light source), but
without the exposure to PMA, was
used as negative control.

DNA isolation and quantitative real-
time polymerase chain reaction

The DNA was isolated from all samples
using a commercial kit (ATP Genomic
DNA Mini Kit®; ATP Biotech, Taipei,
Taiwan) following the manufacturer’s
instructions. The hydrolysis probes 5’
nuclease assay PCR method was used
for detecting and quantifying the bacte-
rial DNA. Primers [synthesized by Life
Technologies Invitrogen (Invitrogen,

101

Carlsbad, CA. USA)] and probes [syn-
thesized by Life Technologies Applied
Biosystems (Applied Biosystems, Carls-
bad, CA, USA)] sequences, targeted
against 168 rRNA gene, are showed in
Table 1. The gPCR amplification was
performed in a total reaction mixture
volume of 20 pL. The reaction mixtures
contained 10 pL of 2 x master mixture
(LC 480 Probes Master; Roche Diag-
nostic GmbH, Mannheim, Germany),
optimal concentrations of primers and
probe (350, 350 and 100 nwm for total
bacteria; 300, 300 and 200 nm for
A. actinomycetemcomirans: 300, 300
and 300 nwm, for P. gingivalis and 600,
600 and 300 nwm for F. nucleatum), and
5 uL of DNA from samples. The nega-
tive control was 5 pL of sterile water
[no template control (NTC)] (Water
PCR grade, Roche Diagnostic GmbH).
The samples were subjected to an initial
amplification cycle of 95°C for 10 min,
followed by 40 cycles at 95°C for 15 s
and 60°C for 1 min. Analyses was per-
formed with a LightCycler® 480 1T ther-
mocycler (Roche Diagnostic GmbH).
The plates used in the study were Fram-
Star 480 of natural frame and white
wells (4titude, The North Barn, Damp-
hurst Lane, UK), sealed by QPCR
Adhesive Clear Seals (4titude).

Each DNA sample was analysed in
duplicate. Quantification cycle (Cqg)
values, previously known as cycle
threshold (Ct) values, describing the
PCR cycle number at which fluores-
cence rises above the baseline, were
determined using the provided soft-
ware package (Roche Diagnostic
GmbH).

Quantification of viable cells by
propidium monoazide-quantitative
real-time polymerase chain reaction

Quantification of viable cells by gPCR
was based on standard curves. One
millilitre of viable P. gingivalis, A. ac-
tinomycetemcomitans and F. nucleatum
cell suspensions, as well as a mix of the
six bacteria involved in biofilm suspen-
sion, containing 10" CFU/mL [deter-
mined by optical density at 550 nm,
based on the growth curves previously
generated (14), and confirmed by plat-
ing 100 pL of diluted serially aliquots
on supplemented blood agar plates at
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Table 1. Primers and probes used for quantification of genomic DNA from the target bacteria. Primers and probes were targeted agamst

165 rRNA gene

Bacteria Sequence (5-3") Length (bp) Reference
Pg
Forward GCGCTCAACGTTCAGCC 67 21)
Reverse CACGAATTCCGCCTGC
Probe 6F AM-CACTGAACTCAAGCCCGGCAGTTTCAA-TAMRA
Aa
Forward GAACCTTAC CTACTCTTGACATCCGAA 80 (22)
Reverse TGCAGCACCTGTCTCAAAGC
Probe 6F AM-AGAACTCAGAGATGGGTTTGTGCCTTAGGG-TAMRA
Fn
Forward GGATTTATTGGGCGTAAAGC 162 (22
Reverse GGCATTCCTACAAATATCTACGAA
Probe 6FAM-CTCTACACTTGTAGTTCCG-TAMRA
Total bacteria
Forward TCCTACGGGAGGCAGCAGT 466 44)
Reverse GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
Probe 6FAM-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-TAMRA

Aa, A. actinomycetemcomitans;, Fn, F. nucleatum; Pg, P. gingivalis.

37°C for 4-7 d. in anaerobic condi-
tions] were treated or not with PMA
(following the protocol described
above). Cultures were subjected to
DNA isolation using the kit ATP
Genomic DNA Mini Kit®, following
the manufacturer’s instructions. The
DNA concentration was measured on
a Nanodrop® ND-1000 Spectropho-
tometer (Nanodrop, Wilmington, DE,
USA). Serial dilutions of each DNA
were performed on sterile water (Water
PCR  grade, Roche Diagnostic
GmbH), with a ranging 10'°-10 CFU/
mL correspondence, and subjected to
the gPCR assay described
Standard curves were constructed by
plotting Cq values generated from
qPCR against P. gingivalis, A. actino-
mycetemcomitans, F. nucleatum and
total cell concentrations (log CFU/
mL). The results are presented as
means of three independents analysis.
The correlation between Cq values and
CFU/mL were automatically gener-
ated through the LC480 Software® 1.5
(Roche Diagnostic GmbH).

All assays were developed with a
linear quantitative detection range
established by the slope range of 3.3
3.7 cycles/log decade, #* = 0.97 and
an efficiency range of 1.9-2.0. Values
below this linear quantitative detec-
tion range may be detectable but not
quantifiable, as lower limits of quanti-
fication are poorly defined.

above.

Measures to avoid carryover DNA
were established, such as establishing
barrier methods, the use of flow cabin
and physical separation of pre- and
post-PCR procedures. In spite of this,
when NTC was detectable, the limit
of detection was established on the
last value of the standard curve that
holds five cycles of difference with
NTC.

Data analyses

An experiment-level analysis was per-
formed for each study parameter
(n = 9). Shapiro-Wilk goodness-of-fit
tests and distribution of data were
used to assess normality. Data were
expressed as means, SD and 95%
confidence interval (95% CI) from the
differences.

The primary outcome variable was
CFU/mL. Cq wvalues and percentage
of vitality were considered as second-
ary outcomes. Cq values were used to
analyse the effect of PMA treatment
on the target bacteria detection by
gPCR and cell count as CFU per bio-
film to test the bacterial quantification
on the biofilm.

To test if the standard curves,
derived from viable bacteria cultures,
were not affected by PMA treatment
and to determine whether PMA treat-
ment is capable of distinguishing
between viable and dead cells in con-
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trol biofilms (not treated with the
antimicrobial agent), Student r-test
for independent samples were used.
To compare the effects of the antimi-
crobial agent at different exposure
times on cell vitality in terms of CFU
per biofilm with or without the addi-
tion of PMA, two-way analysis of
variance and post hoc-testing with
Bonferroni’s correction for multiple
comparisons were used.

Results were considered statistically
significant at p < 0.05 A software
package (IBM® SPSS®™ Statistics 19.0;
IBM Corporation, Armonk, NY,
USA) was used for all data analysis.

Results

Effect of propidium monoazide
treatment on the target bacteria
detection by quantitative real-time
polymerase chain reaction

Figure 1 represents standard curves
obtained from cultures of viable
P. gingivalis, A. actinomycetemcomi-
tans, F. nucleatum and mixed bacteria
cell suspensions treated or not with
PMA. Comparing both standard
curves, no statistically significant dif-
ferences in the Cq values across differ-
ent concentrations were found for
P. gingivalis (0.04; 95% CI [-9.85,
9.92]: p=02993), A. actinomycetem-
comitans (0.01; 95% CI [-9.49, 9.49];
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Fig. 1. Standard curves for detection by guantitative real-time polymerase chain reaction of total cells (samples without PMA treatment

before DNA extraction) and only viable cells (samples with PMA treatment before DNA extraction) from: (A) total bactenia; (B) P. gingi-

valis; (C) A. actinomycetemcomitans; and (D) F. nucleanwm. Results were from three repeated experiments. PMA, propidium monoazde.

p=0999), F. nucleatum (0.18; 95%
CI [-9.51, 9.15]; p=0.968) and total
bacteria cells (0.63; 95% CI [—10.19,
8.94]: p = 0.891). The linear regression
curve demonstrates a similar efficiency
in all cases. showing that PMA treat-
ment did not influence the detection
range of the qPCR assays. The qPCR
standard curves were obtained from
three replicated experiments for the
quantification of bacteria within the
biofilm, with and without PMA. The
detection ranges for total bacteria
and the three target bacterial species
was 10°-10'° CFU/mL, demonstrat-
ing a good correlation (r*> 0.997).
The negative controls (NTC) of
P. gingivalis.  A. actinomycetemcomi-
tans and total bacteria yielded a Cq
value that determined the limit of
detection (Table 2).

Bacterial quantification within the
biofilm by propidium monoazide-
quantitative real-time polymerase
chain reaction before antimicrobial
treatment

Table 2 depicts the mean and SD of
the Cq values obtained from the nine

experiments. In matured biofilms,
before PMA treatment, the total
bacteria Cq value was 140

(SD = 0.7). Based on the gPCR stan-
dard curve, the obtained concentra-
tion was 2.8 x 10° CFU per biofilm
(SD=1.2x 10%. To distinguish
between viable wvs. dead cells by
gPCR., PMA was used before DNA
extraction, and the Cq value increased
until 14.6 (SD = 0.5). with a concen-
tration of 1.7 x 10% viable CFU per
biofilm (SD = 1.9 x 107) (Table 3).
This value represented the concentra-
tion of viable cells present in the
mature biofilm (60.7%).

The three selected target bacterial
species were detected in the bio-
film (Table 2) at concentrations of
21 x 10"CFU  for P gingivalis,
2.4 x 10° CFU for A. actinomycetem-
comitans, and 8.4 x 10° CFU for
F. nucleatum,  which  represented
11.4% of the total cells incorporated in
the biofilm (percentage calculated from
the values obtained by qPCR on
mature biofilms without PMA treat-
ment of the total set of bacteria and the
sum of the three target bacteria). The
percentage of vitality corresponding to
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these bacteria in the mature biofilm
was 52.4% for P. gingivalis, 54.2% for
A. actinomycetemcomitans, and 10.0%
for F. nucleatum (Table 3).

Effect of isopropyl alcohol on
bacterial DNA counts

In view of the fact that isopropanol
can cause destruction of a scarce pro-
portion of the genomic DNA (31), the
biofilms, before treatment with PMA,
were treated with 70% isopropyl alco-
hol at 1. 5. 10 or 30 min of exposure
and analysed by gPCR: the obtained
CFU counts were compared with those
obtained from the isopropanol-
untreated biofilms. These values varied
between the bacterial species (data not
shown), but no statistically significant
differences were found between the
groups at any of the exposure times for
the total set of bacteria and F. nuclea-
tum. For A. actinomycetemcomitans,
however, after 30 min of exposure,
CFUs per biofilm showed statistically
significant differences in the isopropa-
nol-treated biofilms when compared to
isopropanol-untreated biofilms. Simi-
larly for P.gingivalis, statistically
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Table 2. Cq values obtained by quantitative real-time polymerase chain reaction from viable total bacteria, P. gingivalis (Pg), A. actino-
mycetemcomitans (Aa) and F. nucleatum (Fn) in the biofilm, before and after antimicrobial treatment represented by a 70% isopropanol

solution

Cq values [media value® (SD)]

100 pm Propidium monoazide

Time to 70% isopropanol exposure (min)

Total cells  Viable cells 1 5 10 30 Mo template control  Limit of detection
Total bacteria  14.0 (0.7)  14.6 (0.5) 2138 26109 261(1.0) 274(13) 351(L5) 29.4(0.9)
Pg 17.5(04)  185(0.5) 3841 278 (L7 283(0.5) 28922 383(L5) 324(0.3)
Aa 211 (09) 219 (0.8) 253(24) 272(04) 273(0.7)  279(04) 359 (3.6) 29.4(0.2)
Fn 18.0 (0.8)  21.6(1.2) 297 (4.3) 309(24) 315(27) 330(26 Undeterm”. 34.4(0.1)

“Results were from nine repeated experiments.

"Undetermined value: no signal obtained from No template Control.

Table 3. Comparison of the effect of the antimicrobial agent (70% isopropyl alcohol) at different times of exposures on cell vitality of
P. gingivalis (Pg), A. actinomycetemcomitans (Aa), F. nucleatum (Fn) and total set of bacteria in the mature biofilm. All samples were trea-
ted with propidium monoazide before DNA extraction. Two-way analysis of variance was used to compare the effect

Difference untreated/treated biofilms®

Bacteria Exposure to isopropanol (min) CFU per biofilm Mean (SD)* Means 95% (CI) p Value
Total bacteria Untreated 1.7 % 108 (1.9 x 107) - - -
1 6.2 x 10° (3.2 x 10% 17 % 108 (13 % 10521 =« 105 <0001
5 9.5 x 10% (1.8 x 109 17 % 108 (1.4 10521 < 105 <0.001
10 10 x 10° (2.3 % 10%) 17 % 10° (1.4 10521 x 105 <0.001
30 44 % 10* (8.6 x 10%) 17 % 10° (1.4 10521 x 10°) <0001
Pg Untreated L1 x 107 (1.1 x 10% - - -
1 1.5 % 10° (6.6 x 10) 9.7 x 10° (7.2 x 10% 1.2 % 107) < 0.001
5 32 x 10% (5.3 x 109 11 x 107 (86 % 10513 x 107) < 0.001
10 2.1 x 10% (6.4 x 107 11 x 107 (86 x 10513 x 107) < 0.001
30 1.7 % 10% (2.1 % 10%) L1x 107 (87 10% 13 x 107) <0001
Aa Untreated 14 % 10° (1.9 x 10%) - - -
1 33 % 107 (1.6 x 10°) 10 x 10° (57 x 105 1.5 x 109 <0.001
5 39 x 10% (6.3 x 107 13 % 10° (8.6 % 10% 1.8 x 105 < 0.001
10 37 x 10% (6.3 x 107 13 % 10° (86 x 105 1.8 x 108 < 0.001
30 24 % 10* (2.3 x 107 13 % 10° (88 % 105 1.8 x 10°) < 0.001
Fn Untreated 8.5 % 107 (1.8 x 107 - - -
1 33 % 10* (2.5 x 10%) 81 x 107 (47 x 10% 12 x 10 < 0.001
5 23 x 107 (6.2 x 10%) 84 % 10° (4.9 x 10% 1.2 % 10 <0.001
10 24 3 10° (9.6 = 107) 8.4 x 10° (4.9 x 10%; 1.2 x 109 < 0.001
30 13 % 10° (9.1 % 10%) 85 x 107 (49 x 10% 1.2 % 10 <0.001

“Effects are shown as the CFU per biofilm obtained by quantitative real-time polymerase chain reaction.
"Differences calculated between untreated and treated biofilms with the antimicrobial agent at different times of exposure.

significant  differences were found
between the isopropanol-untreated
biofilms and those treated after 1. 5, 10
or 30 min, but provided suitable DNA

template for PCR amplification.

Bacterial quantification within the
biofilm by propidium monoazide-
quantitative real-time polymerase
chain reaction after the
antimicrobial treatment

When PMA-treated biofilms were
exposed to 70% isopropyl alcohol for

1 min a statistically significant differ-
ence in the number of total bacteria per
biofilm was observed. when compared
to  isopropanol-untreated biofilms
(Table 3). A reduction in the total vital
cells of 96.4% was observed. with
6.2 x 10%(SD = 3.2 x 10% of remain-
ing viable CFUs per biofilm (Table 3).
When biofilms were exposed to the anti-
microbial solution for periods of 5, 10
and 30 min, Cqg values increased
(Table 2) and the number of cells
reached 9.5 x 10* (SD = 1.§ x 10%),
L0 x 10° (SD=23x 10" and
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4.4 % 10* (SD = 8.6 x 10°) CFU per
biofilm, respectively (Table 3). No sta-
tistically significant changes in CFU
per biofilm were found when compar-
ing 5, 10 and 30 min, to 1 min of treat-
ment (data not shown).

Similarly, the effect of different
times of isopropanol exposure on the
number of P. gingivalis, A. actinomy-
cetemcomitans and F. nucleatum cells
included in the biofilm were analysed
by PMA-qPCR. The three target bac-
teria behaved in a similar manner.
The effect of the antimicrobial



solution for 1 min revealed an increase
in Cq values for the three bacteria
(Table 2), reducing the presence of
viable bacteria to 1.5 x 10° (SD = 6.6
x 10°), 3.3 x 10° (SD = 1.6 x 10°)
and 33 x 10* (SD =25 x 10%
CFUs per biofilm, respectively
(Table 3). Statistically significant dif-
ferences in the number of CFU per
biofilm were observed for the three
target bacteria when compared to iso-
propanol-untreated biofilms (Table 3).
The reduction in vitality amounted to
86.4% for P. gingivalis, 76.4% for
A. actinomycetemcomitans and 96.0%
for F. nucleatum. The effect of the
antimicrobial solution after 5, 10 and
30 min caused an additional increase
in Cg values (Table 2) and a decrease
up to 1.7 x 10* (SD =21 x 10%,
24 x 10*  (SD=24x 10 and
1.3 x 10° (SD=9.1 x 10%) viable
CFUs per biofilm for P. gingivalis.
A. actinomycetemcomitans and F. nu-
cleatum, respectively (Table 3); the
concomitant reduction of cell vitality
was 99.8% for P. gingivalis and F. nu-
cleatum, and 98.3% for A. actinomy-
cetemcomitans. When comparing 5, 10
and 30 min of isopropanol exposure
to isopropanol-untreated biofilms.
further statistically significant differ-
ences in the number of CFUs per
biofilm were observed. No statistically
significant changes in CFU per
biofilm, however, were found when
comparing 5, 10 and 30 min, vs.
1 min of isopropanol exposure (data
not shown).

Discussion

These results have confirmed the effi-
cacy and applicability of the proposed
PMA-based live-dead method, when
combined with gPCR. for assessing
the bacterial viability within the bio-
film and thus discriminating the DNA
counts from viable vs. dead cells once
the biofilm has been exposed to an
antimicrobial agent. This method was
targeted, not only to evaluate the
antibacterial impact on the total
amount of bacteria, but also to
specific bacterial pathogens. such as
to bacteria strongly associated with
periodontitis (P. gingivalis and A. ac-
tinomyeetemcomitans), or to opportu-
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nistic pathogens such as F. nucleatum,
which play an important role in bio-
film development building the scaffold
between the early colonizers and the
true oral pathogens.

As there is
on the use of cultured-independent
molecular methods to assess the effect
of antiseptic agents on dental bio-
films, this study provides evidence of
the efficacy of a PCR-based method
able to accurately detect and quantify
only viable bacteria after the antimi-
crobial treatment. There are rapid
methods, such as the direct evaluation
of biofilms under the microscope with
the use of specific staining that are
able to discriminate between viable/
dead bacteria, but this method does
not provide sufficient specificity or
sensitivity. On the contrary, culture-
based methods may be highly specific,
but are slow, require higher detection
limits and heavily rely on the operator
technical skills. In this context, this
PMA-gPCR methodology has shown
not only high sensitivity and specific-
ity, but also sufficient speed for
detecting antimicrobial efficacy when
a well known antibacterial agent is
used.

This PMA-qPCR
tested previously in our laboratory on
pure monoculture planktonic models
of P. gingivalis and A. actinomycetem-
comitans and showed a successful
differentiation between DNA from
viable and dead cells (40). Owing to
the intrinsic characteristics of each
microorganism and the possible differ-
ences in requirements for assay condi-
tions (time and temperature of
incubation, time to exposure to light
source, amplification efficiency of the
gPCR assay. etc.). the methodology
and conditions were tested with each
target bacteria included in the biofilm
model, with a successful differentiation
between wviable and dead cells (data
not shown).

For evaluation of this methodology
as 4 tool to assess the effects of anti-
microbial agents on an in vitro biofilm
system, 70% isopropyl alcohol solu-
tion in water was selected due to its
proven efficacy against a wide spec-
trum of bacteria. This alcohol kills
bacteria by solubilizing lipids in the

scarce information

method  was
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cell membrane until it losses its struc-
tural integrity. As the cell membrane
disintegrates the alcohol gains access
to the cytoplasm and causes denatur-
ation of the proteins within the bacte-
ria. The choice of a 70% dilution was
based on the fact that alcohols are
most effective when combined with
purified water to facilitate their cell
membrane diffusion.

First, we evaluated the effect of
PMA treatment on the gPCR-based
detection of total viable bacteria cells,
as well as the specific pathogens P. gin-
givalis, A. actinomyecetemcomitans and
F. nucleatum. In all cases, there were
no statistically significant differences in
Cqg values across the different concen-
trations; Moreover, the ranges of bac-
terial detection were not influenced by
the addition of PMA. It demonstrates
that PMA treatment before DNA
extraction had no effect on the detec-
tion of viable target bacteria by gPCR.
These results were in agreement with
those reported in similar assays with
bacteria from different microenviron-
ments (30-37), including oral bacteria
(38-40), demonstrating the highly
selective ability of PMA of penetrating
only in dead cells. This PMA treat-
ment, however, had no influence in the
efficiency of the gPCR, which has also
been similarly reported in other inves-
tigations reporting that the addition of
PMA did not influence the gPCR sig-
nal (26.30.41.42).

When matured biofilms were evalu-
ated by gPCR, the bacterial concen-
tration obtained was 2.8 x 10° CFU
per biofilm (SD =12 x 10%). After
the treatment of these biofilms with
100 v PMA, it was shown that
only 1.7 x 10° CFU per biofilm
(SD =19 x ]0?) were viable cells
(60.7% of vitality). These results are
in accordance with other studies
reporting that the number of viable
bacteria is reduced with the ageing of
the biofilm. A young biofilm harbours
about 80% of wviable bacterial cells,
while a mature biofilm has approxi-
mately 50% (43). In addition, using
the same biofilm model and evaluat-
ing the mature biofilms by confocal
laser scanning microscopy with the
BacLight™ staining kit, similar per-
centages of vitality were reported (14).
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Once confirmed that PMA had no
influence on the ability of qPCR to
detect and quantify viable target bac-
teria, the PMA-qPCR method was
used to measure the number of live
and dead bacteria present in isopropa-
nol-treated biofilms and to compare
these results with control biofilms not
treated with the alcohol. Also in
agreement with previous reports
(26.30-40), PMA showed its ability to
distinguish between viable and dead
bacterial cells in complex samples, by
mnhibiting the DNA amplification
from dead cells, once the biofilm was
exposed at different times with this
antimicrobial agent. This method was
capable of quantifying a progressive
decrease in the number of viable
target bacteria within the biofilm
with increasing exposure time of the
antimicrobial agent, without being
affected by the presence of large
numbers of dead cells.

The exposure of this mature biofilm
to a 1 min contact with 70% isopro-
panol solution resulted in a clear
bactericidal effect (96.4% of cell
death), with a statistically significant
reduction in the total viable microbial
load when compared to isopropanol-
untreated biofilms. Similar results
were for the target species, P. gingi-
valis, A. actinomycetemcomitans and
F. nucleatum.  When  1sopropanol
exposure times were increased. the
cellular vitality continued its decrease,
although at 5 min statistically signifi-
cant differences were demonstrated
only for the total bacterial load. but
not for P. gingivalis, A. actinomyce-
temcomitans and F. nucleatum. After
30 min of isopropanol exposure, there
was a decrease in Cq values, which
can be associated to the destruction
of a scarce proportion of genomic
DNA. These results confirm that bac-
teria in matured biofilms are less sus-
ceptible to antimicrobial agents due
to several physical and biological fac-
tors that protect the bacteria when
living in communities and therefore,

require longer exposure times to
obtain higher antimicrobial effects
(1.15.16).

It is noteworthy that, while the
vitality reduction within the biofilm

for the total set of bacteria was 4
logq. for P. gingivalis was 3 log) and
for  A. actinomyeetemcomitans  and
F. nucleatum was 2 logy, (Table 3).
As discussed above, these pathogens
represented 11.4% of the total cells in
the mature biofilm, and 7.4% of the
viable cells. After the 5 min exposure
to the antimicrobial agent, these tar-
get bacteria represented 77.2% of
vital cells into the biofilm, which may
suggest that these pathogenic bacteria,
in particular, A. actinomycetemcomi-
tans, have developed mechanisms of
resistance not present in other less
pathogenic bacteria included in this
biofilm model, such as S. oralis or
V. parvula [more abundant in the
72 h biofilm than the target pathogens
(14)] and A. naeslundii, which together
accounted for 92.6% of the viable
cells in the mature biofilm.

In summary, the results from this
mmvestigation have demonstrated that
the PMA-gPCR method improves the
gPCR technique, as it allows the
rapid and accurate quantitative evalu-
ation of vital bacterial cells in an oral
biofilm after being exposed to an
antimicrobial solution. Using this
method, the number of viable P. gin-
givalis, A. actinomycetemcomitans and
F. nucleatum as well as total bacteria
was measured irrespective of the pres-
ence of dead bactenal cells. As PMA
does not disturb the detection range
of the qPCR technique, this combined
method has shown to be suitable for
evaluating the number of live cells
after an antimicrobial treatment. The
additional advantages of PCR-based
techniques over traditional culture
techniques of being highly specific,
sensitive and able to obtain results
more rapidly make this microbial
diagnostic technique suitable for use
in clinical samples.
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Discusion

“E plurubis unum”, de la pluralidad la unidad. Hablamos de los “biofilms” o
biopeliculas, comunidades estructuradas de microorganismos y forma habitual de
crecimiento de las bacterias en la naturaleza. La biopelicula oral constituye una
compleja comunidad donde todos sus miembros se encuentran interconectados
para actuar como uno solo, con importantes repercusiones en la salud humana

(Zamora, 2009).

En el presente trabajo, y dada la naturaleza compleja y variable de la placa
dental, se ha desarrollado y validado un modelo de biopelicula oral in vitro,
reproducible y sencillo de manejar, que representa la microbiota mas
caracteristica de la placa subgingival, y que exhibe patrones de colonizacién y
maduracion similares a los que acontecen in vivo. Ademas, y con el fin de aplicarlo
en la evaluacidn inicial de nuevas estrategias terapéuticas, previo a su evaluacién
in vivo, asi como en estudios comparativos sin necesidad de pacientes, hemos
puesto a punto varias técnicas basadas en biologia molecular, e independientes de
cultivo, que nos permitiran testar el efecto de los productos antisépticos frente a
las principales bacterias periodontopatégenas, asi como al total de las bacterias,

que constituyen la biopelicula.

La composicion bacteriana de la biopelicula oral ha sido estudiada en detalle
utilizando numerosas técnicas, cada vez mas sofisticadas, tanto en estado de salud
como en situacion de enfermedad (Smith y col., 1989; Ximenez-Fyvie y col., 2000;
Socransky y col., 2004; Aas y col,, 2005; Rasiah y col,, 2005; Paster y col., 2006;
Ledder y col,, 2007; Keijser y col., 2008; Zaura y col., 2009; Kolenbrander y col.,
2010; Dewhirst y col, 2010). Sin embargo, no son muchos los estudios que
abordan su estructura, dinamica o determinantes ecol6gicos que marcan pautas en
su formacion y desarrollo, incrementandose la publicacion de estudios sobre estos
puntos clave poco a poco, junto con aquellos trabajos que abordan la respuesta de
estas bacterias en biopelicula a los tratamientos antisépticos o frente a inhibidores

de su formacion (Zaura-Ariete y col., 2001; Shapiro y col.,, 2002; Foster y col., 2004;
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Hope y col., 2004; Takenaka y col.,, 2008; Zijnge y col., 2010; Sliepen y col., 2010;
Corbin y col., 2011; Schalafer y col., 2012; Xiao y col., 2012; Astasov-Frauenhoffer y
col, 2013; Do y col,, 2013; Belibasakis y Thurnheer, 2013). Esto se debe, en gran
medida, a la inherente heterogeneidad de esta comunidad, que puede abarcar
hasta 200 especies diferentes conviviendo en un individuo sano (Kolenbrander y
col., 2010; Dewhirst y col., 2010; Filoche y col., 2010), a la complejidad estructural
que adquieren, o al gran ndmero de interacciones que tienen lugar entre las
bacterias que conviven en ellas, sumado a las consideraciones éticas asociadas con
el estudio microbiolégico in vivo en pacientes con enfermedades periodontales o

caries dental.

1. DESARROLLO DE UN MODELO EXPERIMENTAL DE BIOPELiCULA ORAL IN
VITRO. ESTRUCTURA DE LA BIOPELICULA, VITALIDAD BACTERIANA Y CINETICA

DE INCORPORACION

Son pocos los modelos in vitro de biopeliculas descritos en la literatura
cientifica, y es que su desarrollo no esta exento de dificultades. Stoodley y
colaboradores (2004) atribuyen gran parte del retraso en el estudio de las
biopeliculas a la dificultad de trabajar con estas poblaciones heterogéneas en
comparacioén con los estudios, que se venia realizando de poblaciones plancténicas
homogéneas. En un articulo de 2004, en Nature Reviews, Stoodley y colaboradores
describen muchas de las razones por las que las biopeliculas son extremadamente
dificiles de estudiar in vitro, tales como el hecho de que la difusion de liquido a
través de una biopelicula y las fuerzas de fluido que actian sobre la misma han de
ser cuidadosamente calculadas si se quiere trabajar correctamente. Segin Stoodley
y colaboradores, la necesidad de dominar estas técnicas de laboratorio ha

disuadido a muchos cientificos de trabajar con biopeliculas in vitro.

En el caso de la microbiologia oral, en las dltimas décadas, se han llevado a

cabo estudios in vivo utilizando férulas parciales que se insertan en pacientes
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(Netuschil y col,, 1998; Wecke y col., 2000; Auschill y col., 2001; Takeuchi y col,,
2004, Diaz y col., 2006; Dige y col., 2009). Igualmente, se han venido desarrollando
modelos de biopelicula oral in vitro principalmente enfocados a representar la
placa supragingival, bien utilizando la placa dental de pacientes como inoculo o
consorcios definidos de especies bacterianas, tanto en sistemas estaticos como
dindmicos (Pratten y col., 2000; Guggenheim y col., 2001; Eick y col., 2004; Foster
y col,, 2004). Sin embargo, son pocos los modelos descritos que permitan estudiar
la estructura, formacion y desarrollo de la placa subgingival, asi como el efecto de
tratamientos antisépticos sobre las bacterias incluidas en ellos (Kuramitsu y col,,
2005; Hope y Wilson, 2006; Walker y Sedlacek, 2007; Tamura y col., 2008;
Periasamy y Kolenbrander, 2009; Amman y col., 2012).

El modelo in vitro de biopelicula subgingival que proponemos en este trabajo
de investigacion subsana algunas de las dificultades detalladas, y cumple con las
premisas propuestas como objetivos principales, ya que es un modelo de
biopelicula subgingival in vitro reproducible y sencillo de manejar, y que nos

permite:

1.1 controlar las condiciones ambientales como aporte de nutrientes, pH,

condiciones de anaerobiosis o temperatura;
1.2 trabajar con un consorcio definido de especies bacterianas;

1.3 evaluar el desarrollo de esta comunidad, haciendo un seguimiento de
su evolucién a lo largo de todas sus fases de desarrollo, desde los

primeros pasos de colonizacion hasta que alcanza la madurez.

1.1 Control de las condiciones ambientales como aporte de nutrientes, pH,

condiciones de anaerobiosis o temperatura

En primer lugar, el modelo de biopelicula desarrollado permite controlar las

condiciones ambientales mas relevantes para la formacién de la biopelicula oral,
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como es el aporte de nutrientes. Un punto critico al trabajar con biopeliculas orales
es obtener un crecimiento reproducible de los microorganismos implicados,
siendo el aporte de nutrientes un factor clave que afectara a la coagregacidn intra-
e inter-especies (unién de dos microorganismos en suspension que se produce por
medio de interacciones especificas entre componentes de las superficies
respectivas de las células) (Guggenheim y col,, 2001). Para favorecer el crecimiento
o6ptimo de las seis bacterias seleccionadas y facilitar su convivencia en la
biopelicula, hemos utilizado un medio de cultivo con un alto contenido en
proteinas, principalmente mucina, reproduciendo la fuente de carbono y energia
disponibles para las bacterias en la cavidad oral (Marsh y col., 2011). Ademas, se
ha incluido acido glutdmico, uno de los aminoacidos no esenciales mas abundantes
en la naturaleza, que favorecerd el crecimiento de F. nucleatum, algo que ha
resultado complicado de conseguir para otros autores en sus modelos de
biopeliculas in vitro (Schmidlin y col., 2013), y los factores de crecimiento hemina y
menadiona. La hemina, producto de la descomposicion de la hemoglobina, y la
vitamina K3 o menadiona, considerada como una de las provitaminas
fundamentales, son factores relevantes para el crecimiento de la bacteria P.
gingivalis, tanto in vivo como in vitro (Holt y col., 1994; Koneman y col., 1999;

Bartelt, 2000).

Por ende, el modelo descrito nos va a permitir controlar las condiciones de
anaerobiosis, de temperatura y de pH, que seran siempre las mismas inter- e intra-

experimentos.

Las condiciones experimentales del modelo desarrollado también incluyen
un sistema discontinuo o estatico de flujo en placas de cultivo, buscando minimizar
las fuerzas de dispersion que actiian sobre la biopelicula y las complicaciones
derivadas de la difusion de liquido a través de ella (Guggenheim y col., 2001;
Stoodley y col., 2004). Recientemente, con el animo de mejorar la reproducibilidad
del modelo respecto a la dinamica de fluidos que se producen in vivo, se ha

validado el modelo en un sistema de flujo continuo en colaboraciéon con otro
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equipo de investigacion (Dentaid, Barcelona, Espafa) (Blanc y col., 2013). No se
han observado diferencias significativas en la vitalidad bacteriana de las
biopeliculas maduras obtenidas por ambos sistemas, dindmico y estatico (Tabla 3).
Sin embargo, si que se observan diferencias en cuanto a la altura alcanzada entre
las biopeliculas maduras desarrolladas por los dos sistemas, que, entre otras
causas podria deberse al mecanismo porta-muestras que posee el microscopio
confocal utilizado para su medicion en cada caso (en nuestro caso, el modelo de
biopelicula estatica, el mecanismo portamuestras es un sistema invertido, donde se
podria oprimir ligeramente la estructura de la biopelicula generada por el propio

peso del disco de hidroxiapatita).

Tabla 3. Comparacidn de la vitalidad bacteriana y de la altura alcanzada de una biopelicula madura
desarrollada siguiendo las mismas pautas experimentales pero en dos modelos de flujo: estatico y

dindmico. Los datos se presentan como media y desviacion estandar.

Modelo estatico Modelo dinamico
Vitalidad (%) 60,7 (9,5) 50,5 (10,5)
Altura (um) 35,1 (16,9) 52,7 (3,9)

En cuanto al namero de bacterias incorporadas en las biopeliculas maduras,
tanto en el sistema estatico como en el dinamico, se observa la presencia de las 6
bacterias utilizadas a concentraciones muy similares y en 6rdenes de magnitud
adecuados para trabajar con ellas (Tabla 4). El nimero total de bacterias obtenido
por ambos sistemas coincide con lo descrito in vivo, del orden de 103-108 bacterias

para la biopelicula subgingival por diente (Socransky y Haffajee, 2009).

Por lo tanto, consideramos que el modelo estatico presentado aqui es valido
en cuanto a condiciones de crecimiento y desarrollo de una biopelicula oral

representativa de la microbiota subgingival in vivo.
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Tabla 4. Nimero de bacterias (bacterias/biopelicula) en una biopelicula madura desarrollada
siguiendo las mismas pautas experimentales pero en dos modelos de flujo: estatico y dinamico. Los

datos se presentan como media y desviacién estandar.

Modelo estatico Modelo dinamico
So 1,2x107 (5,5x109) 3,6x107 (1,0x107)
An 9,4x106 (2,0x10¢) 3,1x106 (1,6x109)
Vp 1,5x108 (2,5x107) 1,9x108 (6,0x107)
Fn 1,3x107(1,5x109) 3,4x107 (1,0x107)
Pg 2,6x106 (1,2x10¢) 4,9x108 (1,1x108)
Aa 2,4x107 (4,9x10¢) 1,2x107 (5,8x109)

So, S. oralis; An, A. naeslundii; Vp, V. parvula; Fn, F. nucleatum; Pg, P. gingivalis; Aa, A. actinomycetemcomitans

1.2 Consorcio definido de especies bacterianas

En segundo lugar, el modelo experimental desarrollado nos permite
determinar la composicion bacteriana que lo constituye, a diferencia de trabajar
con placa dental de pacientes como inoculo o con férulas parciales, donde si bien la
composicion bacteriana sera mas diversa, la variabilidad de la misma
presumiblemente sera muy alta entre experimentos llevados a cabo en diferentes
dias. Las especies seleccionadas para este modelo experimental son las que
frecuentemente se localizan en la placa subgingival (Ximenez-Fyvie y col., 2000;
Paster y col.,, 2006; Ledder y col., 2007) e incluye colonizadores primarios (S. oralis
y A. naeslundii), tempranos (V. parvula), secundarios (F. nucleatum) y tardios (P.
gingivalis y A. actinomycetemcomitans), pertenecientes a los diferentes clasteres o

complejos descritos por Socransky y colaboradores (1998).
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1.3 Evaluacion de la evolucion a lo largo de todas sus fases de desarrollo de
la biopelicula, desde los primeros pasos de colonizacion hasta la

madurez

En tercer lugar, el modelo de biopelicula oral in vitro desarrollado nos
permite evaluar la evolucion de esta comunidad, permitiendo el seguimiento de
dicha evoluciéon a lo largo de todas sus fases de formacién, desde los primeros
pasos de colonizacién hasta que alcanza la madurez. Como ya hemos detallado, los
procesos de colonizaciéon y desarrollo en la biopelicula oral consisten en una
sucesion microbiana repetible que depende de las interacciones entre los
organismos, y entre los organismos y su medio ambiente, lo que indica que la

interaccidn no es aleatoria (Kolenbrander y col., 2010).

Numerosos estudios in vivo han demostrado que miembros de los géneros
Streptococcus y Actinomyes destacan como colonizadores iniciales predominantes
en el origen de una biopelicula oral, y cémo el fen6meno de coagregaciéon entre
estas especies colonizadoras y otras bacterias especificas, como son las del género
Veillonella, Fusobacterium, Aggregatibacter o Porphyromonas, juega un papel
fundamental en el proceso de maduracidn de estas comunidades (Kolenbrander y
col, 2010). Kolenbrander y colaboradores (2010) proponen que estos
colonizadores iniciales, Streptococcus spp. y Actinomyes spp., poseen un conjunto
de caracteristicas que estan bien adaptadas para la formacién de la comunidad, y
que estas comunidades iniciales son las piedras angulares del nuevo crecimiento
de la biopelicula oral después de cada procedimiento de higiene. Asi, por ejemplo,
los estreptococos reconocen la mayoria de los receptores en la pelicula adquirida
que recubre el esmalte dental inmediatamente después de limpiar la superficie,
tales como estaterina, proteinas ricas en prolina, a-amilasa salival, mucinas
sialiladas y aglutinina salival. Actinomyces spp. se une a las proteinas ricas en
prolina y estaterina, una proteina que contiene fosfato. Sin embargo, las
fusobacterias pueden unirse a la estaterina pero no a las proteinas ricas en prolina.

En nuestro modelo de biopelicula in vitro se cumple la secuencia de incorporacion
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descrita anteriormente, y es que en las primeras horas de formacion in situ, se
puede observar, por la técnica de T-RFLP, como las bacterias predominantes son S.

oralis, A. naeslundiiy V. parvula.

In vivo, las bacterias del género Fusobacterium exhiben mas asociaciones que
cualquier otro género. Debido a que las cepas de F. nucleatum coagregan con
colonizadores iniciales, secundarios y tardios, Kolenbrander y colaboradores
(2010) sugieren que este género se comporta como bacteria "puente” en la
sucesion de los géneros en el desarrollo de la placa dental de forma natural. En
nuestro modelo in vitro de biopelicula, queda patente como la presencia de esta
bacteria precede a la aparicidn de los colonizadores tardios, representados por P.

gingivalis y A. actinomycetemcomitans.

De acuerdo con lo publicado por otros autores, nuestro modelo presenta una
disposicion estructural representativa de la placa dental (Netuschil y col., 1998;
Pratten y col., 2000; Auschill y col., 2001; Hope y col., 2006; Dige y col., 2009) y
corrobora lo postulado por Branda y colaboradores (2005), que afirman que las

biopeliculas maduras presentan tan solo alrededor del 50% de sus células vivas.

2. APLICACION DE TECNICAS METODOLOGICAS BASADAS EN BIOLOGIA
MOLECULAR, E INDEPENDIENTES DE CULTIVO, PARA EVALUAR LA ACCION DE

AGENTES ANTIBACTERIANOS EN EL. MODELO DE BIOPELiCULA IN VITRO

Combatir la formacién de la biopelicula oral es una de las medidas mas
efectivas para la prevencion de las enfermedades bucales mas prevalentes. Esta
comprobado, por ejemplo, que una correcta higiene oral con el adecuado control
de la placa dental limitard la acumulacién de biopelicula, previniendo o
revertiendo el estado inflamatorio de los tejidos gingivales (Gunsolley y col., 2006;
Barnett y col,, 2006; Teles y col,, 2009). Sin embargo, los datos epidemiolégicos

indican que la mayoria de las personas no controlan adecuadamente la
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acumulacion de placa y la gingivitis sigue siendo una enfermedad muy prevalente

(Sheiham y col., 2000; Teles y col., 2009;).

Esta falta de control se achaca principalmente a la falta de motivacién o de
destreza por parte del paciente (Teles y col., 2009). Pero hay que tener en cuenta
que la mayoria de los productos antibacterianos presentes en el mercado, ya sean
formulados como productos de higiene cotidiana o como antimicrobianos, han sido
testados frente a bacterias plancténicas y no frente a biopeliculas microbianas, el
estado natural de las bacterias patégenas orales. Por ejemplo, y como ya hemos
mencionado, las bacterias pueden ser hasta mil veces mas resistentes a los
antibioticos que esas mismas bacterias crecidas en estado planctonico (Fine y col,,
2001; Zaura-Arite y col,, 2001; Davies, 2003; Filoche y col., 2010), posiblemente
por varias de las razones que se han argumentado, como la baja o incompleta
penetracion del antibiético en la biopelicula, la expresion de genes de confieren
resistencia a dicho antibiético, la baja tasa de crecimiento de las bacterias sésiles,
etc. Asi mismo, los ensayos de sensibilidad a los antimicrobianos (antibiogramas)
que se realizan rutinariamente en la clinica estan disefiados para medir la
susceptibilidad frente al producto de la bacteria crecida de forma plancténica, sin
tener en cuenta que los resultados obtenidos pueden no ser extrapolables a esa

misma bacteria cuando esta creciendo en el interior de una biopelicula.

Por ello, los modelos de biopelicula in vitro se van a convertir en
herramientas utiles para llevar a cabo, por ejemplo, estudios que comparen la
concentracion minima inhibitoria (CMI) o concentracién bactericida minima
(CMB) de agentes antimicrobianos en bacterias plantdnicas y sésiles, para estudiar
el efecto de dichos agentes antimicrobianos sobre las bacterias
periodontopatdégenas en biopelicula, para la evaluacién inicial de la eficacia de
nuevos tratamientos antisépticos frente a las bacterias en tal situacién, en
biopelicula, o bien para llevar a cabo estudios comparativos de eficacias
antibacterianas sin necesidad de llevarlos a cabo con pacientes (Zaura-Ariete y col.,

2001; Shapiro y col., 2002; Nori y col.,, 2003; Foster y col., 2004; Hope y col., 2004;
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Takenaka y col., 2008; Sliepen y col., 2010; Corbin y col., 2011; Schalafer y col,,
2012; Astasov-Frauenhoffer y col., 2013; Blanc y col, 2013; Belibasakis y
Thurnheer, 2013).

Los esfuerzos cientificos estan dando lugar al desarrollo de nuevos métodos
basados en técnicas de cultivo y/o moleculares para cuantificar bacterias viables,
por ende potencialmente patogénicas, tanto en muestras procedentes de pacientes
afectados de enfermedad como en aquellas procedentes de modelos in vitro. La
deteccidn, identificacién y cuantificacién de bacterias en muestras orales mediante
la técnica de cultivo es la metodologia de diagnostico de referencia. Presenta una
gran ventaja, y es que el diagndstico se basa en la cuantificaciéon de las bacterias
viables y, por tanto, metabdlicamente activas, presentes en la muestra recogida.
Sin embargo, esta técnica tiene algunas desventajas, como los procedimiento
laboriosos que requiere, con tiempos muy largos de incubacién, que en el caso de
algunas bacterias como T. forsythia es de 14 dias, la necesidad de medios de cultivo
especificos para grupos de bacterias, la maestria en la identificacion morfolégica

de las colonias, etc. (Breeuwer y col., 2000) (Figura 20).

Figura 20. Detalle de una placa de
medio agar sangre con unidades
formadoras de colonias de
diferentes géneros bacterianos
procedentes de una muestra de

fluido crevicular.
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Las técnicas de diagnostico basadas en biologia molecular solventan algunos
de los inconvenientes de las técnicas de cultivo, y es que son mas sensibles,
precisas y rapidas. En los tltimos anos, se han venido aplicando diferentes técnicas
basadas en biologia molecular en la identificacién de la microbiota que habita la
cavidad bucal, incrementandose el nimero de especies bacterianas detectadas a
medida que avanza la tecnologia (Smith y col, 1989; Ximenez-Fyvie y col., 2000;
Socransky y col., 2004; Aas y col,, 2005; Rasiah y col,, 2005; Paster y col., 2006;
Ledder y col,, 2007; Keijser y col., 2008; Zaura y col., 2009; Kolenbrander y col.,
2010; Dewhirst y col,, 2010) asi como para la identificacién y cuantificacion de
patégenos subgingivales en muestras orales (Boutaga y col., 2003, 2005, 2006 y
2007; Sanz y col., 2004; Suzuki y col,, 2004; Preza y col., 2008; Aas y col., 2008;
Nocker y col.,, 2009; Teles y col,, 2011; Park y col.,, 2011). Pero son menos las
aplicaciones de las mismas para estudiar la eficacia de los tratamientos

antisépticos en estas comunidades multi-microbianas.

En el presente trabajo, y con el fin de optimizar el estudio del efecto de
productos antimicrobianos basados en la reduccién de la vitalidad y/o presencia
de las bacterias en las biopelicula orales, y en un futuro poder validarlos como
pruebas rapidas de diagnostico en pacientes para el seguimiento de los
tratamientos periodontales, se han puesto a punto dos técnicas moleculares

independiente de cultivo.

2.1. METODO DE CUANTIFICACION DE LA VITALIDAD BACTERIANA BASADO EN LA

BIOLUMINISCENCIA PROCEDENTE DE LA MOLECULA ADENOSIN TRIFOSFATO (ATP).

Una primera alternativa que proponemos es el método de ATP-
bioluminiscencia, que se viene aplicando con éxito como herramienta de
cuantificacién para evaluar la vitalidad bacteriana en diferentes muestras
bioldgicas (Chen y col., 1994; Arakawa y col., 2004; Schwarz y col., 2005; Pellegrini
y col,, 2009; Pan y col, 2010). Previamente a nuestro estudio, varios autores

demostraron la correlaciéon entre las medidas de ATP y el nimero de células
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viables obtenidas por técnicas de cultivo estdndar para la determinacion de
bacterias orales totales (Gallez y col., 2000; Pellegrini y col.,, 2009; Fazilat y col,
2010). Sin embargo, hasta el momento, este método no habia sido aplicado en un
modelo de biopelicula oral in vitro representativo de la microbiota subgingival con
el fin de testar la respuesta de las bacterias incluidas en el mismo a compuestos

antisépticos.

La bioluminiscencia es una tecnologia basada en la deteccién de la molécula
adenosin trifosfato (ATP). Fue primeramente introducida por la NASA en 1960
como una posible medida para detectar vida en otros planetas y como medida
preventiva de contaminacion en el agua reciclada durante largos viajes al espacio.
La bioluminiscencia es un fenémeno natural que ocurre en muchas algas y
bacterias acuaticas, asi como en la luz producida por las luciérnagas, que es de
donde ha evolucionado esta tecnologia. Las luciérnagas poseen una enzima
llamada Luciferasa, que cataliza la oxidacién de un sustrato, la luciferina, usando

ATP-Mg?2+ como donador de electrones, produciendo luz.

La técnica se basa en la actividad del nucledtido ATP como elemento clave en
el intercambio de energia de todos los sistemas biologicos, interviniendo tanto en
procesos catabdlicos como anabdlicos; el ATP sirve como principal donador de
energia y esta presente en todas las células metabdlicamente activas. Es un
nucleétido constituido por una adenina, una ribosa y una unidad trifosfato (Figura
21). Constituye una molécula rica en energia debido a que su unidad trifosfato
contiene dos enlaces fosfoanhidridos. Se libera una gran cantidad de energia
cuando el ATP se hidroliza a adenosin difosfato (ADP) y ortofosfato (Pi) o cuando
se hidroliza a adenosin monofosfato (AMP) y pirofosfato (PPi) (Figura 21).
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Figura 21. Molécula de adenosin trifosfato (ATP).

El método utilizado incluye el lisado de las células totales presentes en la

muestra y la cuantificacién mediante bioluminiscencia del ATP derivado de las

células viables, reaccién que se esquematiza en la Figura 22.

Células metabdlicamente activas

+ Luciferasa
+ Luciferina Mg2+

ATP +02
BacTiter-Glo Microbial

Viability Assay

Reaccion quimioluminiscentea 562 nm

Figura 22. Esquema de la reacciéon quimica de bioluminiscencia del método utilizado.
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Del estudio detallado de los resultados se desprende que el método es una
herramienta util para evaluar cuantitativamente y de forma rapida, comparando
con los métodos de cultivo estandar, la vitalidad del total de las bacterias incluidas
en la biopelicula oral in vitro tras un tratamiento antiséptico. De hecho, se
demostré el efecto antiséptico de tres compuestos antimicrobianos aplicando la
metodologia propuesta, con resultados similares cuando se comparan con la

técnica de cultivo estandar.

La técnica nos va a permitir valorar el efecto antiséptico de diferentes
agentes antibacterianos, en este caso representados por tres colutorios con
diferentes principios activos, clorhexidina y cloruro de cetilpiridinio (CHX/CPC),
aceites esenciales (EO) y fluoruro de amina/fluoruro de estafio (AFSF), tras la
exposicion de biopeliculas maduras, obtenidos en el modelo in vitro, a dichos

productos.

Se pudo comprobar que los EO eran substancialmente menos efectivos que
CHX/CPC y AFSF. Estos resultados concuerdan con lo descrito por otros autores
utilizando, por ejemplo, la misma técnica de ATP-bioluminiscencia frente a P.
gingivalis en una biopelicula monoespecie in vitro (Noiri y col.,, 2003) o bien por
diferentes técnicas en varios modelos experimentales de biopeliculas (Shapiro y
col, 2002; Hope y Wilson, 2004 y 2006; Takeuchi y col, 2007; Takenaka y col,,
2008). Igualmente, los resultados concuerdan con lo descrito in vivo, donde las
formulaciones de CHX han dado mejores resultados clinicos comparado con las

formulaciones de EO y AFSF (Brecx, 1990; Netuschil y col., 1995).

Los resultados de esta investigacién también muestran una correlacién
estadisticamente significativa (coeficiente de correlacién de Pearson de 0,769;
p<0,001) entre la técnica propuesta y la técnica de cultivo. Ademads, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre la proporcion relativa
de vitalidad celular para cada colutorio calculado por ambas técnicas. Por tanto, se

confirma la habilidad de esta técnica como método de evaluacion de la vitalidad

124



Discusion

bacteriana en un modelo de biopelicula oral in vitro, entendiendo que la sefial
bioluminiscente generada durante la lisis celular es proporcional a la cantidad de

ATP presente, y por tanto, a las células vitales.

Las mayores ventajas de este método son la independencia de cultivo y la
rapidez con que se obtienen los resultados una vez recibida la muestra. En nuestro
caso, testamos la cuantificacion de las células viables inmediatamente después de
haber tratado el consorcio bacteriano con un agente antiséptico. El mayor
inconveniente es que nos informa del efecto del tratamiento aplicado sobre el total
de las bacterias que constituyen la biopelicula, pero no podemos obtener el efecto
individual sobre una bacteria concreta dentro del total presente, lo que podria ser
de gran interés en periodontopatéogenos como P. gingivalis o A.

actinomycetemcomitans en relacion a la progresion de la enfermedad peridontal.

2.2. METODO DE CUANTIFICACION DE LA VITALIDAD BACTERIANA BASADO EN LA TECNICA
DE LA REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA EN LA MODALIDAD CUANTITATIVA A

TiEMPO REAL (QPCR) COMBINADA CON MONOAZIDA DE PROPIDIO (PMA)

Se buscé una segunda alternativa metodolégica a los métodos tradicionales
de cultivo, que proporcionase un recuento rapido del total de las células viables
presentes en el modelo de biopelicula oral propuesto, ya sea antes o después de
someterlo a una situacion de estrés como pudiera ser el efecto de un agente
antimicrobiano, y que ademas posibilitase el recuento de aquellas bacterias de
mayor interés en relacion con la enfermedad periodontal. Para ello, utilizamos una
de las herramientas mas potentes que hay actualmente disponible para cuantificar
bacterias, la PCR cuantitativa a tiempo real (qQPCR), pero combinada con un agente
intercalante de ADN, monoazida de propidio (PMA), para cuantificar

selectivamente las células vivas, discriminandolas de las muertas (Figura 23).
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Deteccion selectiva de bacterias viables por qPCR combinado con PMA

Células DNA modificado no
muertas amplificable por PCR

’G Células vivas " d‘
-

\ ’ .,/
!5\0{% A
- % N

Figura 23. Esquema de la metodologia basada en el uso de monoazida de propidio (PMA) para la

deteccion selectiva de bacterias vivas por qPCR; figura adaptada de Nocker y col., 2006.

Entre las ventajas de la PCR destacan su alta especificidad y sensibilidad
versus los métodos de cultivo tradicionales, asi como la rapidez para obtener
resultados (Park y col, 2011; Fittipaldi y col, 2012). Pero tiene una gran
desventaja, y es que detecta tanto el ADN de las células vivas como el de las
muertas, que esta descrito que puede tardar en degradarse hasta tres semanas
(Nogva y col., 2003; Rudi y col,, 2005, Nocker y col,, 2006; Cawthorn y Witthuhn,
2008). Por tanto, un método de diagnodstico basado en esta técnica sobreestimaria
el nimero de células potencialmente patdgenas tras un tratamiento (Nogva y col.,
2003; Rudi y col., 2005; Nocker y col.,, 2006; Cawthorn y Witthuhn, 2008), como

hemos podido comprobar en este estudio y que se muestra en los resultados.

Recientemente, se ha propuesto una alternativa metodolégica basada en la
integridad de la membrana como criterio para distinguir entre células bacterianas
vivas y muertas. Esta metodologia combina el uso de un fluorocromo vital, el PMA,
con la velocidad y sensibilidad de la qPCR. La técnica se basa en la habilidad de las

células bacterianas con la membrana intacta de impedir que este compuesto, el
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PMA, penetre en su interior, mientras que las células con dafios irreversibles no
presentaran ninguna barrera frente al mismo. Una vez dentro de la célula, el
fluorocromo se intercalara con el DNA, y tras una exposiciéon a una fuente de luz
visible, formard un enlace covalente mediante el grupo azida presente en su
estructura. La fotdlisis convertird el grupo azida del PMA en un radical nitreno
altamente reactivo, que podra reaccionar con la molécula de ADN, modificandola.
Esta modificacién en la molécula de ADN inhibirda su amplificacién. Al mismo
tiempo, el exceso de fluorocromo que no haya reaccionado con el ADN, lo hara con
las moléculas de agua presentes, formando una hidroxilamina inactiva. Por tanto,
mediante la PCR, unicamente se detectara células vivas (Nogva y col., 2003; Rudi y
col,, 2005; Nocker y col., 2006 y 2007; Pan y Breidt, 2007; Cawthorn y Witthuhn,
2008; Lee y Levin, 2009; Nocker y Camper, 2009; Kramer y col.,, 2009; Chang y col,,
2010; Namy col,, 2011; Fittipaldi y col.,, 2012).

Esta técnica ha sido aplicada con éxito en un amplio abanico de muestras,
incluidas recientemente muestras orales (Nocker y col., 2007; Pan y Breidt, 2007;
Kramer y col,, 2009; Lee y Levin, 2009; Chang y col., 2010; Loozen y col.,, 2011;
Takahashi y col., 2011; Nam y col,, 2011) aunque hasta el momento no ha sido
aplicada sobre biopeliculas orales. Hay que tener en cuenta que no todas las

bacterias han respondido adecuadamente a esta metodologia (Flekna y col., 2007).

Aplicacion de la técnica PMA-qPCR con Aggregatibacter

actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis en estado planctonico

Debido a lo anteriormente expuesto, se realiz6 un primer estudio para
comprobar que las cepas periodontopatégenas de mayor interés incluidas en el
modelo de biopelicula in vitro propuesto en la memoria respondiesen
adecuadamente a dicha tecnologia y asi estudiar la idoneidad de dicha técnica para

la cuantificacién selectiva de las células viables mediante la técnica de PCR.
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Los resultados confirman la eficacia y aplicabilidad del método propuesto,
basado en la combinacién de PMA (concentracion final 100 uM) y qPCR, para
evaluar la viabilidad bacteriana de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans en

estado plancténico.

En primer lugar, se confirmé lo descrito por otros autores en cuanto a la
incapacidad de la técnica de qPCR para discernir entre el ADN procedente de
células vivas y de células muertas, no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas cuando se comparan las sefiales procedentes de la misma muestra
con todas sus células vivas o todas sus células muertas (Nogva y col., 2003; Rudi y

col,, 2005, Nocker y col., 2006; Cawthorn y Witthuhn, 2008).

En segundo lugar, se demostrd, para ambas especies bacterianas, que el
tratamiento de la muestra con PMA no inhibe significativamente la amplificacion
del ADN procedente de células vivas por qPCR, mientras que si se produce una
reduccidn significativa cuando el ADN procede de células muertas. Estos
resultados coinciden con lo observado en otras publicaciones cientificas (Nocker y
col, 2006 y 2007; Cawthorn y Wititthulm, 2008; Soejima y col., 2008; Lee y Levin,
2009; Kramer y col., 2009; Loozen y col., 2011).

Y en tercer lugar, el estudio nos permitié6 comprobar la eficacia del PMA
combinado con la qPCR para diferenciar entre células bacterianas de estas especies
vivas y muertas, pero en este caso cuando ambos estados vitales se encuentran
presentes en una misma muestra a diferentes ratios. Este comportamiento ha sido
observado por otros autores utilizando la misma técnica pero aplicada a diferentes
especies bacterianas (Nocker y col., 2007; Pan y Breidt, 2007; Kramer y col., 2009;
Lee y Levin, 2009; Chang y col.,, 2010; Loozen y col., 2011; Takahashi y col., 2011;
Namy col, 2011).
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Andlisis de la vitalidad de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum y bacterias totales en

estado de biopelicula mediante PMA-qPCR

Una vez comprobado que el método descrito de PMA-qPCR, basado en el
tratamiento con PMA de muestras mixtas de bacterias vivas y muertas en estado
planctonico seguido de la cuantificacion por qPCR para las especies P. gingivalis y
A. actinomycetemcomitans, es efectivo para la cuantificacion selectiva de células
vivas, asi como eficaz para prevenir la amplificacién del ADN procedente de células
muertas, se procedio a testar su validez frente a las mismas bacterias en estado de
biopelicula. Ademas, la metodologia propuesta se test6 para cuantificar el nimero
de bacterias vivas de F. nucleatum asi como del conjunto de las bacterias incluidas

en el modelo de biopelicula subgingival in vitro.

Ya que la cuantificacion de células viables bacterianas por qPCR, en nuestro
caso, se basa en curvas estandar, en primer lugar se quiso ver si la adicion de PMA
afectaba a dichas curvas tanto en el valor como en el rango de deteccidn.
Comparando ambas curvas estandar, en los cuatro casos, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. La linea de regresiéon muestra una
eficacia similar en todos los casos, lo que demuestra que el tratamiento con PMA
antes de la extraccién del ADN no tiene efecto en la deteccion de las bacterias
viables por qPCR. De acuerdo con trabajos publicados previamente, vemos que el
PMA no afecta a la deteccion por qPCR de las células viables; igualmente el rango
de deteccion de las bacterias viables presentes en una muestra no se vio afectado
(Nocker y col.,, 2006 y 2007; Pan y Breidt, 2007; Cawthorn y Wititthulm, 2008;
Soejima y col., 2008; Lee y Levin., 2009; Kramer y col., 2009; Chang y col., 2010;
Loozen y col., 2011; Nam y col., 2011; Takahashi y col,, 2011). Queda, por tanto,
patente la gran habilidad del PMA para penetrar selectivamente en las células con
su membrana celular dafiada, sin ejercer ninguna influencia en la eficiencia de la
gPCR (Nocker y col., 2006 y 2007; Hein y col., 2007; Soejima y col., 2008; Nocker y
Camper, 2009).
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En cuanto a la cuantificacion de bacterias viables totales dentro de la
biopelicula antes del tratamiento con un agente antimicrobiano, cuantificando
antes y después de adicionar PMA (60,7% (DS=17,1)), se confirma lo observado en
el primer trabajo expuesto en la memoria, donde se indica que el 60,7% (DS=9,5)
de las células incluidas en la biopelicula estan vivas, asi como lo descrito por otros

autores (Branday col., 2005).

Para demostrar que la técnica es util a la hora de evaluar el efecto
antibacteriano de un producto, asi como para evaluar el nimero de bacterias
viables presentes en el modelo de biopelicula in vitro desarrollado en la memoria,
se selecciond el alcohol isopropilico al 70% por su alto poder antiséptico,
exponiendo la biopelicula al mismo durante 1, 5, 10 o 30 minutos. En este caso, no
solo evaluamos el efecto del antimicrobiano en el total de las células, como ocurria
con el método de ATP-bioluminiscencia, sino también en los patégenos bacterianos
incluidos en el modelo de biopelicula, P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans, o

del patdgeno oportunista F. nucleatum.

Los resultados obtenidos muestran que, en concordancia con lo expuesto
por trabajos previos (Nocker y col.,, 2006 y 2007; Pan y Breidt, 2007; Cawthorn y
Wititthulm, 2008; Soejima y col.,, 2008; Kramer y col., 2009; Nocker y Camper,
2009; Lee y Levin, 2009; Chang y col., 2010; Loozen y col,, 2011; Nam y col., 2011;
Takahashi y col,, 2011), el PMA es capaz de distinguir entre células vivas y muertas
en muestras complejas, inhibiendo la amplificacion por qPCR del ADN procedente
de células muertas, cuando las biopeliculas son expuestas durante diferentes
tiempos a un agente antimicrobiano. El método es capaz de cuantificar el
progresivo descenso del numero de bacterias vivas dentro de la biopelicula por

efecto del compuesto antiséptico.

Ha quedado demostrado, por tanto, que la técnica es util para detectar y
cuantificar selectivamente las bacterias vivas en muestras complejas con presencia

de células muertas, como es la biopelicula oral desarrollada in vitro, de una manera
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rapida y precisa. Esto resultara especialmente util para la evaluacién del riesgo de
progresion de la enfermedad en relaciéon a un tratamiento terapéutico aplicado, asi

como una herramienta poderosa para evaluar la eficacia antimicrobiana de

estrategias terapéuticas.
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Conclusiones

1. El modelo experimental de biopelicula oral in vitro desarrollado es un
sistema reproducible y sencillo de manejar, que nos permite controlar las
condiciones ambientales y determinar la composicion bacteriana que lo constituye.
La biopelicula generada en el modelo experimental alcanza la madurez a las 72 h
de incubacion, incluyendo las 6 bacterias utilizadas como inoculo y con el 60,7% de

sus células vivas.

2. Se ha comprobado que las biopeliculas generadas en el modelo experimental
propuesto presentan una disposicion estructural representativa de la placa dental
y cumplen la secuencia de incorporacién bacteriana descrita in vivo para la placa
dental, y es que en las primeras horas de formacion in situ se puede observar como
las bacterias predominantes son los colonizadores primarios Streptococcus oralis,
Actinomyces naeslundii y Veillonella parvula, y como a medida que madura la
biopelicula se va incorporando el colonizador secundario Fusobacterium
nucleatum y los colonizadores tardios Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter

actinomycetemcomitans.

3.  El método de -cuantificacion de bacterias viables basado en Ia
bioluminiscencia procedente de la molécula adenosin trifosfato (ATP) es una
herramienta util para cuantificar de forma relativa y rapida, comparado con los
métodos de cultivo estandar, el total de bacterias viables incluidas en la biopelicula
oral in vitro. La técnica nos va a permitir valorar el efecto antiséptico de agentes

antibacterianos tras la exposicion de biopeliculas maduras a dichos productos.

4.  Se confirma la incapacidad de la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa cuantitativa (qPCR) para discernir entre el ADN procedente de
bacterias vivas y de bacterias muertas de las especies Porphyromonas gingivalis y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, asi como del resto de bacterias utilizadas

en el modelo experimental de biopelicula.
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5. Se demuestra que el tratamiento de la muestra con monoazida de propidio
(PMA) no inhibe significativamente la amplificacion del ADN procedente de
bacterias vivas por qPCR, mientras que si se produce una reduccién significativa

cuando el ADN procede de células muertas.

6. El estudio nos ha permitido comprobar la eficacia del PMA combinado con la
gPCR para diferenciar entre bacterias de las especies Porphyromonas gingivalis y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans vivas y muertas, cuando ambos estados
vitales se encuentran presentes en una misma muestra planctonica a diferentes

ratios.

7. Igualmente, la técnica de PMA combinado con la qPCR es ttil para detectar y
cuantificar selectivamente las bacterias vivas de las especies Porphyromonas
gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, asi
como del total de bacterias, incluidas en muestras complejas con presencia de
células muertas, como es la biopelicula oral desarrollada in vitro, de una manera

rapida y precisa.

8. La técnica de PMA combinado con la qPCR nos va a partir evaluar el efecto
antiséptico de un agente antibacteriano sobre las bacterias Porphyromonas
gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum asi
como del conjunto de las bacterias incluidas en el modelo de biopelicula in vitro,
cuando las biopeliculas son expuestas al mismo. El método es capaz de mostrar el
descenso progresivo del nimero de bacterias vivas dentro de la biopelicula por

efecto del compuesto antiséptico.
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