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ANALISIS IN VITRO DE LA CINETICA DE FORMACION DE UN MODELO DE BIOFILM ORAL EN LA SUPERFICIE DE IMPLANTES DENTALES

1. Resumen

Antecedentes y objetivosEl biofilm bacterano oral es uno de los factores mas importantes en
la patogénesis de las enfermedades periimplantarias, somdéasmucositis periimplantariaso
periimplantitis. Hoyen dia, se sabe muy poco sobre el comportamiento de estas comunidades
bacterianas periiplantarias y no hay pruebas suficientes para establecer conclusiones definitivas
sobre la prevencion y la eliminacion de ellas. El objetivo de este trabagbdasarrollo y puesta a
punto de un modelm vitro reproducible de biofilm pamplantario,modelo queincluyo seis de las
principales bacterias implicadas en su desarrinllovivo sobre implantes dentales disponibles
comercialmente Se estudiarona lo largo de diferentes tiempos de incubacién su dindmica y
cinética de formaciorlp que puedeayudar a mejorar el conocimiento acerca aeimportamiento
de estas bacterias sobre dichas superficies, teniendo en cuenth taadoo- como la macre
estructura de las superficies del implante

Material y métodos Se emplearon seis cepas de referencia destgrara desarrollar biofilms
sobre implantes dentales de mén de longitud 3,25/3,/am de diametro con superi&cpatentada
sometida a grabado acido de rugosidadima. Los implantes estérilese introduceren una placa
de cultivo multipocilloen contaai con la mezcla bacteriana, que inclwgdonizadores iniciales
(Streptococcus oraliy Actinomyces naeslunglii tempranos \(eillonella parvulg, secundarios
(Fusobacterium nucleatym y tardios Porphyromonas gingivalis y Aggregatibacter
actinomycetemconaihg durante difegntes tiempos (12, 24, 48, B8y 120horas) de incubacion.

La estructura de los biofilms obtenidos se estudié usando microscopia laser confocal (ICLSM).
cinética del biofilm bacteriano y el nimero de unidades formadoras de coldRi@¥lgiofilm de
cada especidacterianase obtuvieron mediantecaccion en cadena de la polimerafPLR)
cuantitativa a tiempo real (qQPCHI analisis estadistico se realiz6 con el analisis de la varianza

(ANOVA) con correccion de Bonferroni.
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Resultados Mediante la técnica dELSM se hapodido comprobar como el biofilm bacteriano
evoluciona en el tiempo, estando ya presente desde las primeras 12 horas de incubacién como ung
capa discontinua que evolucionamagregados multicelulargsin llegar a cubrirada la superficie
del mismo en ningin momento del estudiRmr gPCR se ha comprobado gae $eis cepas
bacterianase encuentran incorporadas en el biofiesde las 1% de incubacion. La especg
oralis ha demostrado un comportamiembay estable enldiempo sobre el material de implante
con respecto a su concentracion (88l comparar entrei $as concentraciones a los diferentes
tiempos estudiaddsLa especieA. naeslundiiha presentado Unicamerdderencias significativas
cuando se compara soncentracion 48 h con 12 y 72h de incubacion (p=0,03 en ambos casos).
V. parvulase encuentra en mayor concentracion en el periodo the @@gual queP. gingivalis
(p=0,00 con respecto al resto de tiempés)aucleatumfue estable sin diferenciasee tiempos
(p>0,05).A .actinomycetemcomitansesend sélo diferencias significativasuando se compdra
su concentracion 24y 72h de incubacion (p=0,012).

Conclusion: Este estudio demuestra que el modelo de bidfilwitro propuesto es valido par
compararel desarrollo de biofilmsobrediferentes implantes dentales comergzdosy permite

evaluar eddesarrollo del mismasi comdos recuents bacteriaso.
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2. Introduccidon

Las bacterias son ldsrmas de vida mésxitosas en la tierra, en témos de biomasa total y en
cuanto a la variedad y el alcance de lokita#s colonizadasLa razén del éxito esu plasticidad
fenotipica (Brownet al. 1985). El genotipo bacteriano es extenso, pero es la capacidad de este
genotipo para responder fenotipitante a los estimulos ambientales lo que ha produciuutable
éxito de las bacterias.

La forma habitual de crecimiento @stos microorganisma la naturaleza es organinaden
Abi of i | msebd al. QdD?) rEht@ restos, ds biofilms bacterianosse definen comouna
comunidad bacteriana sésiimersa en un medio liquiddpnde ladacterias questanunidas a un
substrato o superfici@mbebidas en una matriz extracelular producida por ellas misroags,un
fenotipo alterado en cuanto al grado ddtiplicacién celular o leexpresién de sus genes (Donlan
et al.2002).

La presencia de biofilms microbianos ejerce un enorme impacto en diversos aspectos de nuestra
vida. Se observarbiofilms 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 rang
de pH, desde muy acido a muy alcalino, o en glaciares. Guiiante convivimos con ellos en las
duchas, en las tablas de cortar alimentos, incluso en las cerdas de un cepillo de dientes (Lasa et al.
2005, Zamoraet al. 2008). Aunque estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y en muchos
casos tienen efectos rmEficiosos, losbiofilms son un problema de salud publiddodemos
encontrar biofilms implicados en la placa dental, en el tratamiento de aguas residuales, en la
corrosion de materiales, en la contaminacién de alimentos durante su procesamiento efniga indus
alimentaria, en el colapso de tuberias, en la rizosfera en interaccionesmtantaganismo, en el
desarrollo de infecciones cronicas sobre tejido vivo (mastitis, otitis, neumonia, infecciones

urinarias, osteomielitis) o asociados a implantes médic
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Mas de 300 fdos después de que Van Leeuwenhoek obsalvo animéculoe en | os su
dentales, estamos todavia intentando descifrar la organizacion de estos biofilms y la actividad
biologica de las bacterias asociadas a la denticibon humana vy, aetuddidad, a los implantes
dentales.

Black fue el primero en describir lplaca microbiana como una magalatinosaadheridaa la
superficie dentaldebida a la acumulacion deasnde cien especidsacterianagn un unico nicho
ecoldgico (Blacket al. 1898). En los &os de 1%0 existiala tendencia erronea de clasificar a la
placa como una entidad Unica, pero, con el pasar déidss se comprobd que no se trataba de una
estructura uniforme, variandm las distintas localizacionesalese inclusoen dstintos sitios del
mismo diente, y es que s&io que la placa supragingival era morfolégicamente vy
bacteriol6gicamente distinta respecto a la subgalgiaunque siempre manteniendo ciertas
caracteristicas comunes en cuando a estructura, composiciormjadirde formaciorfFriskoppy
Hammarstrom 1980

Este concepto de la placa dental como estructura heterogénea, formada por millones de bacterias,
es evidente una vez qeasta es definida como un biofilm. Las bacterias en el biofilm cambian su
comportamiento (fenotipo y genotipo) con respecto a las mismas en estado planctésieddiC
et al. 1995) desarrollando mecanismos de proteccién contra las defensas del huésped, |
tratamientos antibacterianogeoremocion mecanica.

El proceso que llevara a la inclusion de las bacterias en un biofilm empieza con la formacion de
la pelicula adquirida, formada principalmente por glicoproteinas, unos minutos después del
cepillado detal. Breck y colaboradores estudiaron la formacion temprana de la placa dental,
mediante la adhesion de unas tiras de plastico en los caninos y premolares de pacientes,
encontrando que, a pesar de cambiar lo enjuagues, la formacion del biofiim segisan@l m
esquema (Brecat al. 1981, Rosaet al.2000).

El biofilm oral, a continuacion, se desarrolla por un proceso de colonizacion selectiva,

reproducible y secuencial (Diaz et al. 2006). Entre los colonizadores iniciales predominan especies
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delos génerof\ctinomycesNeisseria, Prevotella, Streptococcud/eillonella (Nyvadet al. 1987,

Diaz et al. 2006). Los colonizadores secundarios como las fusobacterias coagregan con los
colonizadores iniciales y haran de puente panaclarporaciorde nuevas bactes, destacando (por

su potencial patogeno) las especies Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas

gingivalisy Tannerella forsythigKolenbrandeet al.1993, Kolenbrander et al. 200&)igura 1)

Figura 1. Esquema de la asociacion entre esges
A odontotylicus subgingivales tomado de Socransky et al. 1998. Los
3 mus datos provienen de 13.261 muestras de placa

. sangus C. gracus G rectus subgingival tomadas de 185 adultod.os complejos de
“55%:: Y % g la izquierda es_tén compues_tqs por e_species_que se

L T. denticole cree que colonizan la superficie dentaria y prolifera
en estadios tempranos. EI complejo naranja se cree
C. showae que es el puente entre los colonizadores iniciales y las

et S ity especies del complejo rojogue dominan en etapas

tardias (Socransky et al. 1998)

Las bacterias organizadas en el biofilm se consideran une geithcipales factorestioldgicos
de las enfermedades periodontales (gingivitis y periodontitis) y de las enfermedades periraplantare
(mucositis periimplantariay periimplantitis) (Lang et al. 2011)La gingivitis y la mucositis se
caracterizan por la itdmacién de los tejidos blandos alrededor del diente en el primer caso y
alrededor del implante en el segundo, sin pérdida de hueso de soporte. Bitida ps
caracteristica de la periodontitis s alrededor del diente, y de la perimplantitis agaree
alrededor de los implantes.

El t ® mino Aperiimplantitiso fue iend.9%5uci d
Mombelli et al. 1987)En el primerWorkshop Europeode Periodoncia celebrado en 1993e
acordod que este término se debia utilipara describir un proceso inflamatorio alrededor del
implante osteointregrado en funcién, que llevaba a una bolsa perimplantariaggcida ge hueso
de soporte (Albrektssaet al.1994).

La relacion causafecto entre acumulacion de placa y mucoegpé@smplantitis, ha sido

demostradain vivo, tanto en modelos animales como en pacientes (Berglundh et al. 1992,
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Pontoriero et al. 1994, Scaraabal. 2004) d igual que la correlacion positiva entre higiene oral y
pérdida de hueso marginal alrededor o implantegMombelli et al.1992, Lindquist et al. 1996).

Sin embargo, todavia hay dudas sobéen@ las bacterias interaccionan con los implantes
dentales en la cavidad oral. En la literatura hay estudios muy distintos en cuanto a la similitud entre
la microbiota de las enfermedades periodontales y la de las enfermedadaplantaias Estudios
sobre la colonizacién precoz de las superficies implantares sostienen la existencia de un modelo y
una secuencia de sucesion microbiana parecida a la descatiap superficies dentales (Socransky
et al. 2005, Kolenbrander et al. 2006), con la formacion de una pelicula adquirida que provee un
enlace para los primeros colonizadores como Sagptococcusy Actinomycesdel complejo
amarillo. Ademas, en pacientgmrcialmente desdentados, se ha observado una sorprendente
similitud en la composicion de la microbiota subgingival entre los dientes y los implantes (Lekholm
et al. 1986, Apse et al. 1989, Quirynstmal. 1990, Koka et al. 1993, Leonhardt al. 1993)Sobre
la base de esta similitud, se ha sugerido que, al menos en pacientes parcagsuarieadodps
dientes podrian actuar como un def@paraa recolonizacion de la zona subgingival alrededor de
los implantes. En cambio, otros estudios han indicgde en la mayoria de los casos la
composicionde la microbiota perimplantara es similar a la flora subgingival, pero pueden
ocasionalmente estar vinculados a una microbiota diferente (Momibai/2011).

Al igual que en el periodonto sano, una vee ¢p superficie del implante limpio se expone a la
cavidad oral, inmediatamente se cubre por upglicula salival y es colonizado por
microorganismos (Elter et al. 2008), y de la misma forma que en la denticion, las bacterias
asociads con los implantesasos son predominantemente cocos Gram positivos, miembros de los
complejos amarillo y morado, o especies independientes éamtmmomycesEstas especies crean
las condiciones previas para la adhesion de miembros del complejo naranja y de patdgenos
periodortales como los de los complejos rojo y verde constituidos principalmente peridmact

Gram negativas (Socranskyal. 1998, Quirynen et al. 2006, Leteal.2010).
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A pesar de estas similitudes entre los biofilms sobre los dientes o la superficiendpldogds,
algunas de las caracteristicas de los biofilms pueden atribuirse a hallazgos microscopicos oly
macroscopicos de la superficie de los implantes (Lang et al. 2011). Resultados de estudios
anterioresin vitro e in vivo han reportado que algunas cdegisticas de la superficie implantar
como la rugosidad, la energia libre superficial, humectabilidad y el grado de esterilizacion puede
afectar a la formacion del biofilm y su distribucion tridimensional, aunque todavia hay controversia
sobre la existena de estos mecanismos especificos. Estudios recientes que evaltan biofilms sobre
pilares de implantes con diferente composicion de la superficie y de la topografia han demostrado
que existe una correlacion entre la rugosidad de la superficie y la biemabta en el biofilm
(Hahnel et al. 2014, Hahnel et al. 2015).

Estos resultados concuerdan con otros resultantes de modeitss, donde la rugosidad de la
superficieinfluye significativamente en la formacion del biofilm (Quirynetal. 1994, Schmidii
al. 2013, Zhao et al. 2014), mientras en otros, en los que comparan superficies de titanio y zirconio,
parecia ser que el factor que determina la adhesién bacteriana inicial es la energia libre superficial y
no la rugosidad (Mabboux et al. 2004,-Radhaet al. 2012).De la misma forma, en algunos
modelos se ha demostrado que al aumentar la rugosidad de la superficie se producia un aumento de
la colonizacién bacteriana (Whitehead et al. 2005, Teughels et al. 2006, Xing et al. 2015), mientras
gue en otrosiertas topografias de titanio podian reducir la adhesion bacteriana, mientras favorecian
la adhesion y osteointegracion (Puckett et al. 2010, Xing et al. 2015). También la pureza de titanio,
y no soélo la topografia de la superficie pueden influir en lantacion bacteriana temprana
(Violant et al. 2014).

Nuestro grupo de investigacion, utilizando orodelo debiofilm multibacterianoin vitro,
demostro diferencias significativas en el grosor del biofilm y la estructura tridimendemaismo
cuando sdorma en dos superficies de implantes dentddésssuperficies de titanio y de zirconio,
con ura cierta tendencia a encontrnarayor nimero de colonizadores primari& 6ralis, V.

parvula y A. naeslundji en los biofilm formados en superficies de zmcoque en las superficies
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de titanio (Sanchez et al. 2014dunque sin llegar a ser estas diferencias estadisticamente
significativas Estos resultados coinciden con los Ultimos estudios realizados por de Avila y
colaboradores (2015) que reportaron difieras cuantitativas y cualitativas entre los biofilms
formados en las superficies de titanio frente a los de zirconio (de Avila et al. 2016).

La unica forma de entender los sinergismos que ocurren en las comunidades bacterianas y tratar
de prevenir sus eftos deletéreos, es estudiar las bacterias patogénicas de biofilms, no como cepas
individuales sino en comunidad, de la misma forma que hay que estudiar a fondo las interacciones
bacterianas. Por ello es fundamental el desarrollo de madeldso de conunidades microbianas
organizadas como biofilms, con unas condiciones que reproduzcan el habitat natural de los mismos,
asi comaeproduciendo lasaracteristicade las superficieg el medioambiente fisiequimico.

Son varios los modelan vitro disponibles en la literatura cientifica que abordan el estudio de la
estructura, la formacion y desarrollo de la placa subgingival respecto a materiales de implante,
estudios que no estan exentos de complicaciones. Algunos intentos se han hecho mediante la
colocad@on de injertos de diferentes materiales en las bolsas de pacientes periodontales (Wecke et
al. 2000, Takeuchi et al. 2004trosmediante el uso de la placa subgingival dispersada, placas de
microtitulaciéon o fermentadores de flujo constante (Kuramitsal. 2005, Hopeet al.2006). Muy
pocos de estos estudios, sin embargo, han proporcionado inforrmacitio precisa sobre como la
placa subgingival reacciona frente a la macro y microestructura de los implantes.

En el trabajo que presentamos se hatpkdo la utilizacion de implantes comerciales para
abordar el estudid.a ventaja de este estudio con respecto a los anteriores, que utilizaban discos
para el estudio de la formacion del biofilmaiShez et al. 2014, de Avila et al. 20Hhtre otrok
es la utilizaciéon de implantes disponibles comercialmente, y no muestras representativas de los
mismos, con el fin de emular mas fielmelasituacion real, pese a las notables limitaciones de los
modelosin vitro. La controversia existengn cuanto a Iposible relacion entre las caracteristicas
de las superficies de implantes y la formacion de biofiimsipgriantarios, sumado a la falta de

estudiosn vitro sobre muestras de implantes comerciales como primer paso para comprobar dicho

10
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fendmeno, han lledo a la realizacién de este estudio como predmbulo de futuras investigaciones

clinicas, dado las complicaciones que suponen la experimenitacidn.

11
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3. Objetivos

Se propone el desarrollo y puesta a punto de un moutelatro reproducible de biofilm
periimplantario, estudianda lo largo de diferentes tiemg de incubacion su dinAmicaciética
de formaadn, modeloque incluié seis de las principales bacterias impl@as en su desarrolia
vivo, representadas por colonizadores iniciaegeptococcs oralis y Actinomyces naeslunlii
tempranos Veillonella parvuld, secundariosRusobacterium nucleatumy colonizadores tardios
(Porphyromonas gingivalig Aggregatibacter actinomycetemcomitgngilizando como superficie
de desarrollo implansedentdes de titaniodisponibles comercialment&os objetivos especificos
son los siguientes:

0 Estudiar el desarrollin vitro de un modelo de biofilm partiendo @eespecies bacterianas
seleccionadas previamengelo largo daliferentes tiempos de incubakifl2, 24 48, 72,96y 120
horas)sobre implantes comerciales de titanio

0 Estudiar la estructura espacial del biofilm genersalore el implante a los diferentes tiempos
de incubacion para observar la dinAmica evolutiva de los mismos

0 Verificar y cuariificar la presencia de las 6 especies bacterianas introducidas en el biofilm en
cadatiempo de incubacién para estudiar la cinética de incorporeeifas mismas al biofilm.

El estudio se ha desarrollado en el Laboratorio de Microbiolpdd#logia Molecular de la
Facultad de Odontologia de la Meisidad Complutense de Madrigy el centro de Mroscopiay
Citometriade Flujodel Campus de Moncloaituado igualmente en la Universidad Complutense de

Madrid.

12
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4. Hipotesis

Las bacterias orales puederganiarsein vitro en biofilm sobrela superficie demplantes
disponibles comercialmente en un modelo de laboratorio reproducible que facilite el estudio

cualitativo y cuantitativo de su evolucion en el tiempo.

13
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5. Material esy metodos

5.1 Cepas utilizadas ycondicionesde cultivo

La formacion de un biofilm con bacterias orales sddsupercifie demplantescomercialese
ha realizado seleccionando bacterias que representan a los colonizadores primarios, secundarios Y
tardios: S. oralis, A. naeslundii, V. parlay F. nucleatum, A. actinomycetemcomitansP.
gingivalis. Las cepas utilizadas y las colecciones de cultivo tipo a la que pertenecen se muestran en

la Tabla 1. Las cepas se mantienen-aramservadas 0°C.

Tabla 1. Cepas sedccionadas en el estudio y coleccion de cultivo tipo.

Cepa Referencia

Fusobacterium nucleatum DSMZ* 20482
Aggregatibacter actinomycetemcomitans DSMZ 8324
Veillonella parvula NCTC? 11810
Actinomyces naeslundii ATCC® 19039
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
Streptococcus oralis CECT* 907T

'DMS, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und ZellKulturen
2NCTC, National Collection of Type Cultures

*ATCC, American Type Cultures Collection

*CECT, Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo

Las bacterias se crecieron en placas de medio Agar Sangre (Oxoid no 2; Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Inglaterra), suplementado con un 5% de sangre de caballo, Hemina (5 mg/L) y
Menadiona (1 mg/L), en commiones de anaerdbicas (10% H% de CQy N, en equilibrio) a
37°C durante24-72h.

5.2 Material seleccionado

Para la el desarrollo y puesta a punto del modelo de biwfilritro se ha seleccionado un Unico
modelo de implante comerciainplante de titami (Biomet 3i superficie OSSTEOTITE ANADIR
LOS DATOS DEL FABRICANTE, CIUDAD, PAI$ de 10 mm de longitud 3,25/3,4nm de

didmetrocon superficie patentada sometida a gral#itode rugosidaaninima

14
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5.3 Curvas de crecimiento de las cepas seleccionadas

Conel fin de estandarizar las condiciones del estudio e inocular una concentracion constante de
cada una de las cepas en todos los ensayos, favoreciendo asi la reproducibilidad del modelo, se
emplearon las curvas de crecimiento de cada bacteria, que faealizadas con anterioridad, para
el desarrollo del modelo daofilm estaticosobre discos de hidroxiapati@anchez et al. 2011).
Brevemente, los ensayos se han realizado en 100 mL del medio denomin@dqugHtonsiste en
medio BHI [medio Brain Hear Infusion (Becton, Dickinson and Company; EE.UU.)],
suplementado con Mucina (2,5 g/L), Extracto de levadura (1,0 g/L), Cisteina (0,1 g/L), Bicarbonato
sédico (2,0 g/L), Hemina (5 mg/L), Menadiona (1 mg/L), 0,25% ddoaglutamico (v/v)]. Se
preparéun peindculo a partir de una colonia de un cultivo fresco en placas de medio Agar Sangre
suplementado, que se inoculé en 15 mL de medio BHI2, incubadndolo en anaerobiosis a 37°C,
durante 2472h en funcion de la especie bacteriana. A determinados intervalasngm,t en
funcion de la especie bacteriana, se fueron realizando medidas de la D.O a 550 nm. Las medidas de
la densidad éptica se realizaron en un espectofotdmetro (Figura 2), previamente calibrado con dos
cubetas de medio Bhjlpara posteriormente introdir 1 mL de cada una de las bacterias en sus
respectivas cubetas y medir su densidad 6ptica, siempre dejando uno de los controles en el equipo.
lgualmente, sefueon t omando al 2?cuotas de 100 &L, que |

PBS estéril (por sus siglas en inglsosphate Buffered Saline

Figura 2. Espectofotometro utilizado en el estudio, er
las instalaciones del Laboratorio de Microbiolgia y
Biologia molecular de la Facultad de Odontologia d¢
la Universidad Complutense de Madrid.
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Estas curvas permitieron relacionar con facilidad los datos de densidad 6ptica (D.O), tiempo de

generacion y unidades formadoras de colonia (UFC) por nail(lidFC/mL) (Figura 3).
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Figura 3. Curvas de crecimiento de las especies bacterianas utilizadas en los enségaachez et
al 2011).

5.4 Formacion del biofilm en las superficies seleccionadas

Se prepar6 un in6culo que cowieralas 6 species bacterianas, a un valor de UFC/mL final
previamente determinado, y que se mantuvo constante en todos los ensayos a fin de favorecer la
reproducibilidad del modelo (Tabla 2). Se ajusté la densidad 6ptica por dilucién en el medio BHI
fresco hastaodls valores estipulados en el estudio. Estos valores vienen determinados por el tiempo

de generacion de cada bacteria, corroborado en las curvas de crediRgmas).
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Tabla 2. Cepas selecciordas en el estudio y concentraciofinal (ufc/mL) en elpreinoculo.

Cepa Concentracidn final (ufc/mL)
Fusobacterium nucleatum 10°
Aggregatibacter actinomycetemcomitans 10°
Veillonella parvula 10°
Actinomyces naeslundii 10°
Porphyromonas gingivalis 10°
Streptococcus oralis 10°

Los implantescomerciales, limpios y estérilese introdujeron en placas de tow celular
de 24 pocilloestérilesafiadiendo a continuaci@n cada pocillo con implanfs00¢| del inGculo
preparadoEn dos pocillos vacios se pusieron controles de medio BE3@0¢l) para confirmar la
esterilidad del medio asi como del procesondmipulacion e incubacioil desarrollo del biofilm
se llevo a cabo en anaerobiosis, a 37°C durante 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas. Transcurrido el
tiempo estipulado de generacion, los implarfte=ron retirados del sistema en condiciones de

esterilidaden campana de flujo lamingfigura 4) para su posterior estudio.

Figura. 4 Campana de flujo laminar utilizada en el estudio, en
las instalaciones del Laboratoio de Microbiologia y Biologia
Molecular de la Facultad de Odontologia de la Univsidad

Complutense de Madrid.
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5.5 Observacion por técnicas de microscopidel crecimiento del
biofilm sobre la superficie del implante para lavaloracién de su
evolucion en el tiempo

Se estudiaron las diferentes etapas en el desarrollo del biofilm Enhtye 120 horas de
incubacion mediante la técnica de MicroscdmaerConfocal(CLSM, por sus siglas en inglésl
andlisis del biofilm por CLSM, y el posterior tratamiento de las imagenes obtenidas con el
programalmaris version7.7.0 (Bitplane Zurich, Suizg nos ha permitido obtener una proyeccién
tridimensional del mismo y observar la disposicion espacial de las células dentro de la matriz que lo
compone. Al utilizar los fluorocromos qe citana continuacionse puedebservara tendencia
de distrbucion de las células viables y no viables a lo largo de todo el biofilm. Previamente al
estudio por microscopia, los biofilms generados solye implantes fueron lavados
secuencialmenten 2 mL de PBS estéril tres veces, durante 10 segundos, paraasthlacterias
no adheridas. A continuacion, se tifie con el Kit LIVE/DEAD BacLight Bacterial Viability Kit
(Molecular Probes, Eugene, OR, EE.UU.), que proporciona una combinacién de dos fluorocromos:
ASYTO 9f Igwcereenscent nucl e dedPropidioiratfluosescant nudeic ycidii | o d
staino, gue se diferencian en sus <caracter?2st
células bacterianas. El fluorocromo SYTO 9 es capaz de penetrar en todas las bacterias presentes el
una muestratanto con las membranas celulares intactas como dafiadas. En contraste, el loduro de
Propidio penetra unicamente en bacterias con membranas dafiadas, causando una reduccion de |
fluorescencia del SYTO 9 cuando los dos fluorocromos estan presentes en #acgisia. Por
tanto, la combinacion adecuada de ambos fluorocromos, permite marcar las células bacterianas de
una muestra, de forma que las bacterias con sus membranas celulares intactas presentarar
fluorescencia verde, mientras que las bacterias conrtdora@a dafiada emitiran fluorescencia roja.
La maxima excitacion/emision para estos fluorocromos es de aproximadamente 480/500 nm para
SYTO 9y 490/635 nm para loduro de Propidio. Para obtener la sefial 6ptima de fluorescencia se ha

puesto a punto la técnicpreviamente, utilizando diferentes ratios de concentracion de los
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fluorocromos y diferentes tiempos de tinci@e haseleccionado el ratio 1:1 y el tiempo de tincion
de 9+1 min.

Cada ensayo se realiz6 por triplicado en tres dias independientes (n=9).

5.6 Analisis cuantitativo de las especies bacterianas que forman
parte del biofilm generado en contacto con la superficie del
implante

Con el objetivo de corroborar que todas las especies con laseqgbatrabajado se han
incorporado al biofilm (analisis clit@tivo), y obtener el nUmero de las mismas incluidas (andlisis
cuantitativo) se hallevado a cabo el recuento bacteriano [@otécnica de PCR cuantitativa a
tiempo real (QPCR). Esta técnica, utilizada para amplificar y simultdneamente cuantificanale fo
absoluta eproductode la amplificacion de ADN bacteriano presente en la muestra, se llevé a cabo
mediante el uso dsondas de hidrolisis TagMagque permiten medir la produccion de productos de
PCR mediante un sistema de sondesecularesdependientes de la secuencrggrcadas por dos
fluorocromos Cada ensayo se realizd por triplicado en tres dias independientesEnpf@iner
paso para desarrollar este objetivo ha sido la extraccion del ADN de todos lossbigfilerados.

Los implantesfueron lavados tres veces en 2 mL de PBS estéril, durante 10 segundos por lavado,
para retirar las bacterias no adheridas en el biofilm. A continuacion, las muestras se introdujeron en
un tubo de plastico con 1 mL de PBS estérilse sometieron a vorteado hasta completar la
disgregacion del biofilm, tras lo cual se procedio a la extraccion del ADN de las células que
componen el bi ofi | m. Par a eMolYss CompleieB M@zgrmmo s e
GmbH & CoKG,Bremen,Alemanid, siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN extraido

fue resuspendido en 180 de agua estéril y almacenade28°C hasta su analisis. Las secuencias

de los cebadores primers [sintetizados por Life Technologies Invitrogen (Invitrogen, Carlsbad,

CA, USA)] y sondas [sintetizados por Life Technologies Invitrogen y Roche], dsigid&odos los

casos al gen 16S rRNA, se presentan en la Tabla 3
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Tabla 3. Primersy sondas empleadas para la cuantificacion del ADN genémico para cada bacteRaimersy
sondas fueron dirigidos contra el gen 16 S rRNA.
So, S.oralis; Vp, V.parvula; AnA.naeslundii; Aa, A.actinomycetemcomitans; Fn, F. nucleatum; Pg, P. gingivali

Bactena Secuencia (5°-37) Longitud Referencia

So

Forward CAACGATACATAGCCGACCTGAG

Reverse  TCCATTGCCGAAGATTCC

Sonda 6FAM-CTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGA -BBQ

97 (SANCHEZ 2014)

Vp

Forward TGCTAATACCGCATACGATCTAACC
Reverse  GCTTATAAATAGAGGCCACCTTTCA
Sonda 6FAM-CTATCCTCGATGCCGA -TAMRA

66 (SANCHEZ 2014)

An

Forward GGCTGCGATACCGTGAGG

Reverse TCTGCGATTACTAGCGACTCC

Sonda 6FAM- CCCTAAAAGCCGGTCTCAGTTCGGAT-BBQ

103 (SANCHEZ 2014)

Py
Forward GCGCTCAACGTTCAGCC
Reverse  CACGAATTCCGCCTGC 67 (SANCHEZ 201
Sonda 6FAM-CACTGAACTCAAGCCCGGCAGTTTCAA-
TAMRA

s

Aa
Forward GAACCTTAC CTACTCTTGACATCCGAA
Reverse TGCAGCACCTGTCTCAAAGC %0 (SANCHEZ 2014)
Sonda GFAM-AGAACTCAGAGATGGGTTTGTGCCTTAGGG-
TAMRA

Fn

Forward GGATTTATTGGGCGTAAAGC

Reverse  GGCATTCCTACAAATATCTACGAA

Sonda  6FAM-CTCTACACTTGTAGTTCCG-TAMRA

162 (SANCHEZ 2014

La reaccion se ha realizado en un volumen final del2@ue contiene:
e 10 e¢L de 2x master mixture (LC 480 Probes Master; Roche Diagnostic GmbH;
Mannheim Alemanig.
¢ la concentracididptima de primers y sond800, 900 y 300 nM par&. oralis 300, 300
y 300nM paraA. naeslundii;750, 750 y 450 nM pard. pavula; 300, 300 y 200 nM
paraA. actinomycetemcomitan300, 300 y 300 nM, pard. gingivalis, 600, 600y 300
NM paraF. nucleatunry 5¢L de DNA de las muestras de biofilm.

Las muestras seran sometidas a un ciclo de desnaturalizacion inicial de ®52C min,
seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos y 60°C por 1 min. Los analisis se han llevado a cabo
con el equipd.ightCycler® 480 Il thermocycler (Roche). Las placas usadas en el estudio han sido
FramStar 480 4titude; The North Barn; Damphurétane, Reino Unidg, selladas con QPCR

Adhesive Clear Sealdgtftude). Cada muestra de ADN ha sido analizada por duplicado. El valor de
20
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Cq que proporciona el equipo describe el numero de ciclos de la PCR a los cuales la fluorescencia
alcanza la linea basdeterminado por el software del equipo. La cuantificacion derivada de los
datos de Cq obtenidos por gPCR se ha basado en curvas estandar. Para ello, 1 mL de cada una d
las seis especies utilizada en el estudiana concentracién de 2lOFC/mL, fueron smetidas al

mismo proceso de extraccion de ADN anteriormente mencioSa&diealizaron itliciones seriadas

de cada ADN en agua ést, con rango de f010° UFC/mL, y sometidos a gPCR como se ha
descrito. Las curvas estandar se han construido enfrentandaldoes de Cq generadarsla gPCR

frente al log de UF@nL.

5.7 Analisis estadistico

Los datos obtenidos por gPCR fueron calculados como UFGmlha realizado un analisis a
nivel de experimento para cada pardmetro de estudio (n = 9). Los datos se reaadexpomo
medas y desviaciones estandBaracomprobatrel efecto deimplante a caddempo de incubacion
sobre la cinética de evolucion bacterias® ha realizado el analisis de la varianza (ANOVA) y para
comparaciones multiples se han utilizadogasebas post hoc con la correccién de Bonferroni. Los
resultados se han considerado estadisticamente significativas a p <0,05. Se ha utilizado el software

IBM ® SPSS ® Statistics 19.0 para todos los andlisis de datos.

21



ANALISIS IN VITRO DE LA CINETICA DE FORMACION DE UN MODELO DE BIOFILM ORAL EN LA SUPERFICIE DE IMPLANTES DENTALES

6. Resultados

6.1 Analisis de los biofiimsmediante Microscopia Laser Confocal

El estudio de la dindmica de formacion y la distribucion de los biofilms bacterianos sobre la
superficie del implante se ha realizado por CLSizando el Kit LIVE DEAD® BacLight a los
diferentes tiempos de incubéwe: 12, 24, 48, 7296y 120 horasLa figura 5 muestrana selecciéon
de lasmicrografias obtenidapara cada tiempo de generacién del biofiim en la superficie del

implante comerciadle titanio

72 horas 96 horas

()X
Figura 5. Micrografias obtenidas porCLSM a los diferentes tiempos de incubacién (desde 12 horas a 120 hore
analizadas con los objetivos de 20X y 60X da espira del implante junto con las zonas inteespira. Las
imagenes muestran el biofilm ya formado tras 12 h de incubacién sobre la superficie del implamemercial de
titanio, como una capa discontinua y de poca altura de bacterias. A las 12 horas casi la totalidad de las bacte
se encuentran vivas (color verde). A medida que avanzan las horas de incubacién se observaran ya las bact
como agregados milticelulares; a partir de este momento aumenta la presencia de bacterias muertas (col
rojo), aunque con predominioen todos los casos de las bacterias vivasexcepcion de los biofilms de 72 horas d
incubacion. En azul podemos ver la superficie del ipiante.

En lasimagenesse puedeobservar en color verde las bacterias vivas, en color rojo las
bacteriasmuertasy en aul la superficie del implant€on elobjetivo de20X, seobserva la espira
del implante junto con las zonas inrtmpira a uno y ob lado, mientras queon el objetivade 60X,
seobservaunicamente la superficie de la parteasmexerna de la espira del implant€omo
resultado de la observacion paicroscopia confocake encontd unadistribucion discontinuae
las bacterias por lauperficie del implantees decir, sin cubrir el total de la superficie del mismo,
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sin zonas especiales deumulacidnen cuanto a la zona de la espira y las regiones circundantes
inter-espira pudiendo apreciardomo las bacteriase orgardan en coloniasliscretasa medida que
pasa el tiempoDurante la evolucion del biofilm desde 12 a 120 horas, predominan las bacterias

vivas frente a las muertas.

6.2 Analisis cuantitativo de la presencia de las bacterias en el biofilm
formado en la superficie del implantecomercial por gPCR

La Tabla 4 mestralos resultados obtenidos del recuento de dapecies bacterianas
utilizadas en el modelo de biofilm in vitnhmediante gPCR sobre el implante comercial a los
diferentes tiempos de incubacion, expresados como E(EN todos los casos el niamero de
réplicas utilizadas ha sido de 9 (N=9 en la tal8&)puede comprobar cémo a partir de las 12 horas
de incubacion todas las bacterias incluidas en el in6culo estan ya incorporadas al biofilm,
fluctuando en mayor o menor mddi su concentraciégegun avanza el tiempo de incubacion
Todaslas especies bacterianas hasanteniendo su presencén el biofilm formado sobre la
superficie del implantdurante las 120drasde estudio.

De manera detalladpara cada una de las espedhactrianas utilizadas para el desarrollo
del modelo, lagiguras 6 a 1Inuestran la dinamica de incorporacion y crecimiento de cada una de
ellasen el biofilm representada como el log de las UFC/mL frente a los tisrde incubacion, y
las tablas 5 40 nos indican las posibles diferencias de concentracion expresada como UFC/mL
para cada especie entre los diferentes tiempos de incubacion, lo que nos ayudara a establecer e

momento mas adecuado con el que trabajar en el biofilm en estudios posteriores.
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Tabla 4. Recuento de las seis especies bacterianas utilizadas en el modelo de biofilm in vitro sobre la
superficies del implante de titanio comercial, expresado como nimero de unidades formadoras de colon

por mililitro, para cada tiempo de incubacionestudiado (de 12 a 120 horas). Numero de réplicas en cada

caso de 9.

95%Intervalo de confianza de la media

Desviacion
Media Estandard Error Estadistico Limite inferior Limite superior Minimo Maximo
So 12h 9 5,20E+06 4,T48E+06 1,583E+06 1,55E+06 8,84E+06 1,15E+05 1,72E+07
24h 9 6,46E+06 3,443E+06 1,148E+06 3,82E+06 9,11E+06 2 8BE+06 1,26E+07
48h 9 1,34E+07 1,238E+07 4,128E+06 3,85E+06 2,29E+07 2,03E+06 3,17E+07
72h 9 1,02E+07 8,414E+06 2,805E+06 3,71E+06 1,66E+07 2,30E+06 2,68E+07
96 h 9 1,44E+07 1,373E+07 4,576E+06 3,86E+06 2,50E+07 1,69E+06 3,69E+07
120 h 9 541E+06 5,323E+08 1,774E+06 1,32E+06 9,50E+06 8,00E+04 1,50E+07
Vp 12h g 9,40E+04 7.960E+04 2,653E+04 3,2BE+04 1,55E+05 1,96E+04 2,70E+05
24h 9 3,27E+06 1,125E+06 3,750E+05 241E+06 4,14E+06 1,73E+06 5,03E+06
48h 9 4,44E+06 2,564E+06 8,547E+05 2 47E+06 6,41E+06 6,73E+05 9,29E+06
72h 9 3,28E+06 2,062E+06 6,873E+05 1,70E+06 4,87E+06 1,12E+06 7,88E+06
96 h 9 1,24E+07 1,116E+07 3,719E+06 3,78E+06 2,09E+07 1,31E+06 3,26E+07
120h 9 7,76E+06 2,602E+06 8,674E+05 5,76E+06 9,76E+06 4,46E+06 1,06E+07
An 12h 9 3,25E+05 1,836E+05 6,121E+04 1,84E+05 4,66E+05 1,01E+05 6,84E+05
24h 9 3,62E+05 3,286E+05 1,095E+05 1,10E+05 6,15E+05 8,20E+04 9,18E+05
48h 9 1,15E+06 9,317E+05 3,106E+05 4,31E+05 1,86E+06 3,2BE+05 3,01E+06
72h 9 3,12E+05 2,045E+05 6,816E+04 1,55E+05 4,69E+05 9,02E+04 6,14E+05
96 h 9 7,05E+05 6,520E+05 2,173E+05 2,04E+05 1,21E+06 5,87E+04 1,83E+06
120 h 9 9,03E+05 5,415E+05 1,805E+05 4,87E+05 1,32E+06 4,23E+04 1,73E+06
Fn 12h 9 6,79E+06 4,208E+06 1,403E+06 3,55E+06 1,00E+07 1,42E+06 1,18E+07
24h 9 7,00E+06 5,053E+06 1,684E+06 3,12E+06 1,09E+07 1,63E+06 1,62E+07
48h 9 2,97E+06 2,052E+06 6,842E+05 1,40E+06 4,55E+06 2,11E+05 7,41E+06
72h 9 3,17E+06 2,073E+06 6,910E+05 1,58E+06 4,76E+06 1,20E+06 7,76E+06
96 h 9 1,03E+07 8,445E+06 2 815E+06 3,79E+06 1,6BE+07 1,49E+06 2,56E+07
120 h 9 9,26E+06 1,084E+07 3,614E+06 9,25E+05 1,76E+07 2,64E+03 2,96E+07
Pg 12h 9 2,19E+05 8,381E+04 2,794E+04 1,55E+05 2,84E+05 1,04E+05 3,86E+05
24h 9 2,41E+05 8,941E+04 2,980E+04 1,73E+05 3,10E+05 1,01E+05 3,95E+05
48h 9 2,98E+05 3,527E+05 1,176E+05 2,64E+04 5,69E+05 2,50E+04 1,14E+06
72h 9 1,35E+06 2,456E+06 8,185E+05 -5,33E+05 3,24E+06 4 B4E+02 7,15E+06
96 h 9 1,98E+07 1,070E+07 3,567E+06 1,15E+07 2,80E+07 9,20E+06 3,69E+07
120h 9 6,59E+06 5,981E+06 1,994E+06 1,99E+06 1,12E+07 2,25E+03 1,75E+07
Aa 12h 9 2,90E+07 1,648E+07 5,492E+06 1,64E+07 4,17E+07 1,13E+07 5,99E+07
24h 9 8,09E+07 7,572E+07 2,524E+07 2,27E+07 1,39E+08 1,08E+07 2,35E+08
48h 9 2 85E+07 1,24BE+07 4,152E+06 1,90E+07 3,81E+07 1,01E+07 4,72E+07
72h 9 1,52E+07 1,313E+07 4,375E+06 5,14E+06 2,53E+07 2,09E+06 3,95E+07
9 h 9 6,11E+07 3,217E+07 1,072E+07 3,64E+07 8,59E+07 1,23E+07 1,15E+08
120 h g 5,13E+07 4,152E+07 1,384E+07 1,94E+07 8,32E+07 8,20E+04 1,09E+08
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- Dinamicadel colonizador primario Streptococcus oraks el biofilm S.oralis se detecta
en el biofilm desde las 1Boras de incubacion. Se puede comprobar como su concentracion se
mantiene muy constanteasta las 120 horas sin grandes fluctuaciones en la niiSgwa 6) no
encontrdndose diferenciastadisticanente significativas entre los diferentes tiempos estudiados

(p>005en todos los casof)abla 5)

So

log UFC / biofilm
oy
©
o

2,00

0,00 T T T T T
12 24 48 72 96 120

Horas de incubacién

Figura 6. Representacién grafica de la cinética de incorporacion dstreptococcus orali®n el biofilm formado
sobre la superficie del implante de titanio comercial, expresado como el logaritmo de laidadesformadoras de
coloniaspor biofilm, entre las 12 y12th de incubacion.

Tabla 5. Analisis estadistico de las diferencias de las medialstenidas para la bacteriaStreptococcus oralis
expresadocomo elnimero deunidades formadoras de colonias por biofilm, entre las 12 y 120h de incubacion

~ B o 95%Intervalo de confianza de las medias
Diferencia de las Signifi
Variable dependiente medias(l-J} Error Estadistico tadistica Limite inferior Limite superior

So 12h 24h -1,2TE+06 4, 20E+06 1,000 -1,42E+07 1,1TE+07
48h -8, 1TE+06 4, 20E+06 0,86 -2,11E+07 4, T9E+06

72h -4, 99E+06 4, 20E+06 1,000 -1,79E+07 79TE+06

96 h -8, 27E+06 4, 20E+06 0,492 -2,22E+07 3,TAE+06

120h -2,14E+05 4, 20E+06 1,000 -1,32E+07 1,2TE+07

24h 12h 1,2TE+06 4,20E+06 1,000 -11TEHO7 1,42E4+07
48h -6,90E+06 4,20E+06 1,000 -1,99E+07 6,06E+06

72h -3,T2E+06 4 20E+06 1,000 -1,67E+07 9 24E+06

96 h -7 95E+06 4 20E+06 0,96 -2 09E+07 5,01E+06

120h 1,05E+06 4, 20E+06 1,000 -1,19E+07 1,40E+07

48h 12h B,1TE+06 4, 20E+06 0,86 -4, T9E+06 2,1E+07
24h 6,00E+06 4, 20E+06 1,000 -6,06E+06 1,89E+07

7Zh 3,18E+06 4,20E+06 1,000 -8,78E+06 1,61E+07

96 -1,05E+06 4,20E+06 1,000 -1,40E+07 1,19E+07

120h 7, 96E+06 4,20E+06 0,85 -5,01E+06 2,09E+07

72h 12h 4 99F+06 4 20E+06 1,000 -7,97E+06 1,79E+07
24h 3,72E+06 4, 20E+06 1,000 -9, 24E+06 1,6TE+0T

48h -3,1BE+06 4, 20E+06 1,000 -1,61E+07 9, TBE+06

96 h -4, 23E+06 4, 20E+06 1,000 -1,72E+07 B,73E+06

120h 4,TTE+06 4, 20E+06 1,000 -8, 19E+06 1,TTE+07

96 h 12h 9,22E+06 4,20E+06 0,492 -3,74E+06 2,22E+07
24h 7,95E+06 4,20E+06 0,962 -5,01E+06 2,09E+07

48h 1,05E+06 4 20E+06 1,000 -1,19E+07 1.40E+07

72h 4,23E+06 4, 20E+06 1,000 -8, 73E+06 1,72E+07

120h 9,01E+06 4, 20E+06 0,553 -3,96E+06 2 20E+07

120h 12h 2,14E+08 4, 20E+06 1,000 -1,2TE+07 1,32E+07
24h -1,05E+06 4, 20E+06 1,000 -1,40E+07 1,19E+07

48h -7, 96E+06 4,20E+06 0,959 -2,09E+07 5,01E+06

72n -4,T7TE+06 4,20E+06 1,000 -1,77TE+07 B,19E+06

96 h -8 01E+06 4 20E+06 0,553 -2,20E+07 3, 96E+06

*. La diferencia entre medias es significativa a p < 0,05.
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ANALISIS IN VITRO DE LA CINETICA DE FORMACION DE UN MODELO DE BIOFILM ORAL EN LA SUPERFICIE DE IMPLANTES DENTALES

- Dindmicadel colonizador primario Actinomyces naeslundin el biofilm:igual que ocurre
con S. oralis, la especie bacterianA. naeslundiise detecta en el biofilm a las 12 horas de
incubacion,aunque en menoroncentracionque estedetectandose un pico de incrartee en su
concentracion media en el biofiilm a las 48 hoi@gura 7j. Se observan difencias
estadisttamente significativas cuando se compara la concentracién de dicha keactdrimofiima
las 48 horas con las concentraciofresite a la obtenida &s 12 y 72 horasp<0,05 en ambos

casos)Tabla §.

An
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: | { \ |
E 525 : ¥ 1
=
[
2
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i
>
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0,00 T T T T T
12 24 48 72 96 120
Horas de incubacién

Figura 7. Representacion gréafica de la cinética de incorporaciéon déctinomyces naeslundien el biofilm
formado sobre la superficie del implante de titanio comercial, expresado como el logano de lasunidades
formadoras de coloniaspor biofilm, entre las 12 y120hde incubacion.

Tabla 6. Andlisis estadistico de las diferencias de las medias Aletinomyces naeslundiexpresado comal
namero deunidades formadoras de colonias por biofilmentre las 12 y 120h de incubacian

*. La diferencia entre medias es significativa a p £ 0,05.
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