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Resumen

Objetivo. Caracterizar la expresion génica de 40 especies bacterianas compatibles con procesos de eubiosis y disbiosis en pacientes con y sin OSCC Material y Mé-
todo. Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal en muestras de placa y saliva de 10 pacientes con OSCC y 10 sin OSCC con géneros y edades similares,
minimo 4 dientes en boca. ARN total fue extraido y secuenciado mediante HiSeq™ 2500 de lllumina. Se analizaron secuencias con herramientas bioinforméaticas
(trimmomatic, SortMeRNA, BMTagger, RNA-Seq, bowtie2 y kraken2) y bases de datos (PATRIC, CARD, VICTORS). Resultados. El grupo de eubiosis S. macedonicus, S.
lutetiensis, S. infantarius, S. parauberis, L. helveticus, T. intermedia, S. novella y E. asburiae expresaron 169 genes, y el grupo de disbiosis L. pneumophila, M. hominis,
M. conjunctivae, G. vaginalis, C. canimorsus, P. stuartii expresaron 76 genes, la actividad transcripcional se relacioné con metabolismo de carbohidratos, nucleé-
tidos, aminoéacidos y energia, que a su vez se asocid con resistencia a antibidticos, factores de virulencia, blancos de medicamentos y transporte. Conclusién. La
actividad transcripcional de S. macedonicus, S. infantarius, S. lutetiensis, S.pasteurianus, S. parauberis, C. violaceumy S. novella se asocia con procesos de eubiosis y
T intermedia y P, stuartii con procesos de disbiosis.
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Transcriptomic characterization of bacteria related to eubiosis and dysbiosis in patients with and without oral squamous
cell carcinoma

Abstract

Objetive. Characterize the gene expression of 40 bacterial species compatible with eubiosis and dysbiosis processes in patients with and without OSCC. Material
and method. A descriptive cross-sectional study was carried out on plaque and saliva samples from 10 patients with OSCC and 10 without OSCC with similar gen-
ders and ages, minimum of 4 teeth in the mouth. Total RNA was extracted and sequenced using lllumina HiSeq™ 2500. Sequences were analyzed with bioinformatic
tools (trimmomatic, SortMeRNA, BMTagger, RNA-Seq, bowtie2, and kraken2) and databases (PATRIC, CARD, VICTORS). Results. The eubiosis group S. macedonicus,
S. lutetiensis, S. infantarius, S. paraubertis, L. helveticus, T. intermedia, S. novella, and E. asburiae expressed 169 genes, and the dysbiosis group L. pneumophila, M.
hominis, M. conjunctivae, G. vaginalis, C. canimorsus, P. stuartii expressed 76 genes, transcriptional activity was related to the metabolism of carbohydrates, nucleo-
tides, amino acids and energy, which in turn was associated with resistance to antibiotics, factors of virulence, drug targets and transport. Conclusion. The trans-
criptional activity of S. macedonicus, S. infantarius, S. lutetiensis, S. pasteurianus, S. parauberis, C. violaceum, and S. novella is associated with processes of eubiosis
and T. intermedia and P. stuartii with processes of dysbiosis.

Keywords: Oral squamous cell carcinoma, Transcriptome, Eubiosis, Dysbiosis.

Introduccion que en los estados de disbiosis podrian conducir a procesos
patoldgicos’. Los avances en nuevas técnicas de secuenciacién

El papel que juega el microbioma bacteriano en cavidad oral han permitido avanzar en el conocimiento de los cambios que

y su posible asociacién con procesos de carcinogénesis es en
la actualidad un tema de intensa investigacién. En este senti-
do, se ha descrito que la microbiota en eubiosis es importante
en la funcion normal de los tejidos en el hospedero, mientras

se dan en la composicidn y funcion de las comunidades bac-
terianas, lo que ha permitido comprender que factores como
la edad, género, estado de salud, pH y nutrientes en los eco-
sistemas de cavidad oral ejercen un gran impacto en la micro-

1 Centro de Investigaciones Odontoldgicas, Facultad de Odontologia, Pontificia
Universidad Javeriana y Facultad de Odontologia, Universidad Cooperativa de
Colombia. Bogota D.C., Colombia. https://orcid.org/0000-0003-1509-5631

2 Departamento de Microbiologia (Facultad de Ciencias) y Centro de Investi-
gaciones Odontoldgicas (Facultad de Odontologia), Pontificia Universidad
Javeriana, Bogota D.C., Colombia. https://orcid.org/0000-0003-2847-9837

3 Cancer Research Center (DKFZ), Targeted Tumor Vaccines, Heidelberg, Ger-
many. https://orcid.org/0000-0003-1433-2922

4 Departamento de Ciencias Basicas de la Salud, Pontificia Universidad Jave-
riana, Cali, Colombia. https://orcid.org/0000-0001-5334-4286

5 Centro de Investigaciones Odontoldgicas, Facultad de Odontologia, Ponti-

ficia Universidad Javeriana, Bogota D.C., Colombia. https://orcid.org/0000-
0003-0770-9138

* Autor para correspondencia:
Correo electrénico: htupaz@javeriana.edu.co

Recibido: 26/11/2021; Aceptado: 02/06/2022
Coémo citar este articulo: A. Erira et al. Caracterizacién transcriptomica de

bacterias relacionadas con eubiosis y disbiosis en pacientes con y sin carcinoma
escamocelular oral. Infectio 2022; 26(4): 425-434

425



426

A. Erira, et al

REVISTA INFECTIO

biota indigena y patégena?:. Aunque los estudios genémicos
taxondmicos han permitido avanzar en la descripcién y com-
posicion del microbioma bacteriano, en el caso del Carcinoma
Oral de Células Escamosas (OSCC), sigue siendo necesario de-
terminar la actividad transcripcional metabdlica y de factores
de virulencia del bacterioma, ya que podrian relacionarse con
mecanismos de control y transformacion celular eucariota®.
En la actualidad no se conocen claramente los mecanismos
por los cuales algunas bacterias podrian asociarse con OSCC>.
Aunque, se ha avanzado en estudios de transcriptomas en
patologias de cavidad oral como enfermedad periodontal® y
caries’, en OSCC los estudios transcripcionales son escasos®.
En este sentido es importante realizar estudios comparativos
de comunidades bacterianas presentes en ambientes sanos
(eubiosis) y ambientes afectados (disbiosis)®™.

Los autores del presente trabajo realizaron un estudio’, que
caracteriz6 y describi6 el bacterioma mediante andlisis de
metagendmica, en microambientes orales de pacientes con
y sin OSCC, que condujo a proponer un grupo de bacterias
compatibles con procesos de eubiosis y disbiosis. Con el fin
de seguir avanzando en la comprension de la relacion que
se da entre bacterias y cancer oral, en el presente estudio
se caracterizd6 mediante analisis transcriptdmico 40 especies
bacterianas previamente propuestas como compatibles con
procesos de eubiosis y disbiosis en pacientes con y sin OSCC,
comparando los procesos bioldgicos, las vias metabdlicas, la
expresion génica, asi como el potencial patogénico de las
bacterias de los dos grupos de estudio.

Materiales y métodos

Poblacion de estudio

Se realizé un estudios descriptivo de corte transversal en
muestras de placa y saliva provenientes de 10 pacientes con
OSCCy 10 personas sin OSCC que presentaran por lo menos 4
dientes en boca, con géneros y edades similares. El estudio se
centr6 sobre 40 especies bacterianas perfiladas, previamente
mediante analisis metagendmico' de las cuales 30 se asocia-
ron a estados de eubiosis y 10 a estados de disbiosis (Figura 1).

Extraccion del ARN total

Se tomaron 500 microlitros de cada una de las muestras de
placa dental y saliva, luego se realizé dilucion en buffer de
lisis y homogenizacidon mediante filtracion y tecnologia en-
zimatica con el sistema MasterPure™ RNA Purification Kit de
Epicentre. La cuantificacion del ARN se realizé por fluorome-
tria usando Quant IT RNA Assay Kit® (Invitrogen, Carlsbad,
CA) y evaluacién de integridad mediante TapeStation RNA
ScreenTape (Agilent Technologies). Para la construccion de
bibliotecas, se seleccionaron preparaciones de ARN de alta
calidad, con un RIN superior a 7,0.

Secuenciacion del ARN total

La secuenciacion del ARN total se realizé6 mediante la platafor-
ma HiSeq™ 2500 (lllumina, San Diego, CA). Brevemente, el ARN
total se sometié a agotamiento de ARN ribosémico con el kit
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Figura 1. Abundancia relativa en nimero de lecturas de acuerdo con el
analisis transcriptomico de especies bacterianas asociadas a estados de
eubiosis y disbiosis en OSCC.

de eliminacién ARNr Ribo-Zero Gold (lllumina, San Diego, CA)
y seguidamente el ARN restante se fragmenté utilizando catio-
nes divalentes a temperatura elevada. Los fragmentos de ARN
obtenidos se transcribieron en ADNc de primera hebra utilizan-
do la transcriptasa inversa SuperScript Il (Invitrogen, Carlsbad,
CA) y cebadores aleatorios, seguido por la sintesis de la se-
gunda hebra mediante ADN polimerasa | y RNasa H. Los frag-
mentos de ADNc se sometieron a un proceso de reparacion
final, adicion de una base "A” y la unién de los adaptadores de
indexacién. Los productos se purificaron y enriquecieron me-
diante PCR para crear la biblioteca de ADNc; posteriormente se
construyeron bibliotecas de ARN-seq con el kit de preparacion
SMARTer Low Input Library v2 (Clontech, Mountain View, CA).
La calidad de las bibliotecas se evalué utilizando Tape Station
D1000 Screen Tape (Agilent Technologies) y se realizé la se-
cuenciacion para generar lecturas de extremo emparejado.

Anadlisis bioinformatico del transcriptoma

Las lecturas se limpiaron mediante trimmomatic V 0.39,
los rRNA fueron filtrados con SortMeRNA V 2.1 y los RNA
mapeados con genoma humano fueron removidos con
BMTagger. El ensamble de las lecturas se realizé con Trinity
RNA-Seq, que incluye los paquetes bowtie2 (Alineamiento),
jellyfish (Conteo de k-mers), salmon (Cuantificacién de tran-
scritos), y samtools (manejo de formatos). Las asignaciones
taxondmicas del metatrascriptoma se realizaron con kraken2
y los transcritos fueron agrupados por género y especie. Los
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transcritos de especie fueron mapeados a los genomas refe-
rencia de cada una de las 40 especies, mediante alineamiento
BLAST entre los genomas de referencia y los grupos defini-
dos obtenidos por kraken.

Finalmente, los transcritos fueron anotados mediante aso-
ciacién fenotipica y enriquecimiento funcional dentro de la
plataforma PATRIC (Pathosystems Resource Integration Cen-
ter), que incluy6 la integracién de las bases de datos CARD
(Comprehensive Antibiotic Resistance Database), VICTORS
(Virulence Factors database), TCBD (Transporter classification
Database) y TTD (Therapeutic Target Database). Las catego-
rias identificadas fueron correlacionadas entre las bacterias
de eubiosis y disbiosis.

Analisis estadistico

Un e-value < =1e-10 fue configurado en kraken para la se-
leccion y agrupacion de los transcritos de las 40 especies,
posteriormente un anélisis de correlacion de Pearson, Com-
plete linkage y analisis de distancia de Manhatan fue realiza-
do para la correlacion de los transcritos en el grupo de bac-
terias asociadas a eubiosis y disbiosis, finalmente un analisis
de chi cuadrado X?, p<0.05 fue realizado para hacer compa-
raciones inter e intragrupo.

Resultados

Transcritos y procesos bioldgicos.

En la figura 1 se presenta el nimero de lecturas obtenidas
del transcriptoma de las 40 especies en estudio. Las bacterias
asociadas a estados de eubiosis como Kineococcus radioto-
lerans, Chromobacterium violaceum, Corynebacterium maris,
Streptococcus infantarius, Streptococcus macedonicus, Strep-
tococcus pasteurianus, Streptococcus lutetiensis, Lactobaci-
llus reuteri, Corynebacterium terpenotabidum y Lactobacillus
helveticus presentaron un nimero de lecturas >200. De las
bacterias asociadas a disbiosis solo Thiomonas intermedia
presento lecturas >200 (Figura 1).

En la figura 2 se presentan los procesos bioldgicos de mayor
actividad; los mas activos en las bacterias asociadas a estados
de eubiosis fueron: procesamiento de proteinas (15%), sintesis
de proteinas (14%), biogénesis de ribosomas (10%), respuesta
al estrés, defensa y virulencia (9%), resistencia a antibioticos y
compuestos toxicos (5%) y metabolismo (5%). Otros 72 pro-
cesos menores representaron el 42%, con frecuencias meno-
res al 4%. En las bacterias asociadas a estados de disbiosis los
procesos se distribuyeron de manera diferente y los mas ac-
tivos fueron: procesamiento de proteinas y sintesis de protei-
nas cada uno con 8%, energia y la sintetasa aminoacil-RNAt
cada uno con 7%, respuesta al estrés, defensa y virulencia, y
generaciéon de metabolitos y precursores de energia cada uno
con 6%. Otros 68 procesos menores representaron el 58%,
con frecuencias menores al 4%. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de bacterias
solo para el proceso de biogénesis de ribosomas (p=0,005),
que fue mas activo en las bacterias eubidticas.

A. Expresion en bacterias asociadas a eubiosis.
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Figura 2. Sistemas bioldgicos activos en bacterias asociadas a eubiosis y
disbiosis. Diferencias significativas se observaron en el proceso de biogénesis
de ribosomas (p=0,005), de mayor actividad en bacterias eubidticas.

Vias metabdlicas de mayor actividad

En el grupo de bacterias asociadas a estados de eubiosis (Fi-
gura 3A) las vias mas activas fueron metabolismo de carbo-
hidratos, nucledtidos, aminoacidos y energia, principalmente
en C. terpenotabidum, C. maris, C. violaceum, K. radiotolerans,
Hyphomicrobium sp MC1, S. lutetiensis, S. infantarius, S. ma-
cedonicus, S. pasteurianus, L. reuteri, Streptococcus paraubertis,
Enterobacter asburiae, Starkeya novella, L. helveticus y Sebal-
della termitidis. Adicionalmente se observé que el metabolis-
mo y biosintesis de glucanos estuvo muy activo en C. maris,
la biosintesis de metabolitos secundarios en C. terpenotabi-
dum, C. maris, K. radiotolerans y S. macedonicus, el metabo-
lismo de lipidos se encontré activo en C. terpenotabidum, C.
maris, C. violaceum y S. infantarius. Por otro lado, el meta-
bolismo y degradacién de xenobidticos se encontrd elevado
en C. terpenotabidum, C. maris, K. radiotolerans, Acholeplas-
ma brassicae, S. lutetiensis, S. infantarius, S. parauberis y L.
helveticus. El proceso de traduccién estuvo muy activo enC.
terpenotabidum, C. maris, C. violaceum, K. radiotolerans, S.
lutetiensis, S. infantarius, S. macedonicus, S. pasteurianus, S.
parauberis y L. helveticus, y el metabolismo de cofactores y
vitaminas estuvo activo en C. terpenotabidum, C. maris, C.
violaceum, K. radiotolerans, S. lutetiensis, S. infantarius, S. pas-
teurianus y S. novella).

En el grupo de bacterias disbioticas se encontré que las vias
con mayor actividad fueron metabolismo de nucleétidos,
aminoacidos, energia y carbohidratos, expresadas princi-
palmente por T intermedia, Xanthomonas oryzae, Capno-
cytophaga canimorsus, Providencia stuartii y Gluconacetobac-
ter diazotrophicus. La traduccion se presentd principalmente
en T. intermedia, X. oryzae, C. canimorsus y G. diazotrophicus.
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El metabolismo de cofactores y vitaminas se presentd con
mayor actividad en T. intermedia, C. canimorsus y G. diazo-
trophicus (Figura 3B). Las bacterias disbidticas presentaron
mayor actividad en las vias metabdlicas de carbohidratos,
aminoacidos y energia en comparacion con el grupo eubié-
tico (p<0,05).

Perfil de expresion génica

La figura 4 muestra la expresién génica mayor al 10% y 20%
de las bacterias eubibdticas y disbidticas respectivamente. Las
bacterias eubioticas expresaron 169 genes en total. El 90%
de las bacterias expresaron el gen del factor de elongacion
de la traduccion Tu (principalmente E. asburiae), el 83% ex-
presaron la subunidad beta de la ARN polimerasa dirigida
por ADN (destaca S. lutetiensis), el 77% expresaron factor de
elongacién G (principalmente S. macedonicus), el 53% ex-
presaron la subunidad A de la DNA girasa (principalmente S.
pasteurianus), el 47% expresaron la proteina ribosomal SSU
S12p (S23e) en donde destacéd C. terpenotabidum y el 43%
expresaron la subunidad B de la DNA girasa (principalmente
E. asburiae) y la isoleucyl RNAt sintetasa (principalmente S.
macedonicus) (Figuras 4A 'y 5A). Las bacterias destacadas pre-
sentaron un numero de lecturas >100 (Figuras 5A).

A. Vias metabolicas de mayor actividad en el grupo de eubiosis.
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Figura 3. Vias metabdlicamente activas en bacterias relacionadas con
estados de eubiosis y disbiosis. El grupo de bacterias disbidticas presentd
diferencias significativas en el metabolismo de carbohidratos, aminoacidos y
energia en comparacion con el grupo eubidtico (p<0,05).
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El grupo de bacterias asociadas a estados de disbiosis expre-
saron 76 genes en total. El 90% de ellas expresaron el factor
de elongacion de la traduccién Tu (principalmente P stuartii),
el 80% expresaron la Subunidad beta de la ARN polimerasa
dirigida por ADN y el factor de elongacion de la traduccién G
(destaca X. oryzae y Mycoplasma hominis, respectivamente),
el 60% expresaron la cadena beta de la ATP sintasa y destaca
G. diazotrophicus. El 40% expresaron la Subunidad B de la
ADN girasa, la poliribonucleotido nucleotidil transferasa y la
cadena alfa de la ADN sintasa, se destacan respectivamente
G. diazotrophicus, T. intermedia y P. stuartii (Figuras 4B y 5B).
Las bacterias destacadas presentaron un numero de lecturas
entre 50 y 350 (Figura 5B).

Adicionalmente otro grupo de bacterias asociadas a eubiosis
y disbiosis expresaron una variedad de genes que podrian
ser de gran importancia en la regulaciéon de estados saluda-
bles y patolégicos (Tabla 1).

T. intermedia fue la Unica bacteria que expreso el gen del com-
ponente de ATPasa del pili tipo IV (T4P) y P stuartii expresod
de forma exclusiva genes como la proteina reguladora de la
resistencia a la tetraciclina TetR y Proteina chaperona DnaK.

Mecanismos patogénicos de los genes expresados por
bacterias asociadas a estados eubioticos y disbioticos.
Para comprender mejor la funcién de los genes descritos
y relacién con procesos asociados a patogénesis se realizd
un andlisis en la plataforma PATRIC con enfoque en cuatro
mecanismos patogénicos (resistencia a antibidticos, factores
de virulencia, blancos de medicamentos y transporte) (Figu-
ras 6A y 6B). De acuerdo a estos mecanismos las bacterias
eubidticas se distribuyeron en cuatro subgrupos: el prime-
ro compuesto por E. asburiae, C. violaceum, S. macedonicus,
S.pasteurianus, S. lutetiensis, S. infantarius y S. parauberis que
presentaron alta expresién génica para los cuatro mecanis-
mos analizados; el segundo subgrupo se conformé con L.
helveticus, Macrococcus caseolyticus, Thermosipho melane-
siensis, A. brassicae, L. reuteri, Brachyspira intermedia, Turne-
riella parva, S. termitidis, Spiroplasma diminutum y C. terpeno-
tabidum presentd alta expresion de genes relacionados con
resistencia a antibidticos; el tercer subgrupo con Hyphomi-
crobium sp MC1, Aerococcus urinae 'y S. novella mostraron un
incremento en la expresidn de genes relacionados a factores
de virulencia y resistencia a antibioticos y el cuarto subgru-
po estuvo compuesto por Bdellovibrio exovorus, Mycoplasma
penetrans, Candidatus Kinetoplastibacterium desouzaii, Sy-
nechococcus sp. CC9311, Kyrpidia tusciae, Caldanaerobacter
subterraneus y Candidatus Liberibacter asiaticus mostraron
una baja expresion génica para los cuatro mecanismos ana-
lizados (Figura 6A).

En las bacterias disbioticas se conformaron dos subgrupos, el
primero constituido por Legionella pneumophila, M. hominis,
C. canimorsus, Mycoplasma conjunctivae y Gardnerella vagi-
nalis, que mostraron alta expresion de genes relacionados
con resistencia a antibidticos; y el segundo con P stuarti, X.
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Figura 4. Perfil de genes expresados en bacterias asociadas a eubiosis y disbiosis A. Expresion génica en bacterias de eubiosis. B. Expresion génica en bacterias

de disbiosis.

orizae, T. intermedia y G. diazotrophicus mostraron una alta
expresién de genes de resistencia a antibidticos y factores de
virulencia. Thermomicrobium roseum fue la Gnica especie que
presentd una baja expresién de los genes relacionados con
los 4 mecanismos estudiados (Figura 6B).

Discusion

Describir la microbiota de la cavidad oral y su posible re-
lacion con el desarrollo de OSCC es un tema de gran inte-
rés para la comunidad cientifica''®, ya que podria relacio-
narse directamente el inicio y progresion del OSCE. En los
Ultimos afos el desarrollo e implementacion de técnicas de
secuenciacion de alto rendimiento para genomas completos,
ha permitido avanzar en el estudio de microbiomas y en la
identificacion de bacterias a nivel de especie en diferentes
procesos patoldgicos™. En este sentido varios estudios han
descrito diferentes tipos de Phyla bacterianos como Bacte-
roidetes, Firmicutes, Proteobacteria, Fusobacteria y Actino-
bacteria con mayor frecuencia en pacientes con carcinoma
escamocelular oral®, carcinoma escamocelular de esofago’®,
carcinoma escamocelular de cabeza y cuello™, lesiones pre-
cursoras epiteliales (displasias, hiperplasia, hiperqueratosis),
tejido tumoral™ y tejidos contralaterales sanos de paciente
con cancer oral®. Otros estudios han identificado con mayor
frecuencia y abundancia bacterias como Saccharibacteria
Spirochaetes, Tenericutes, Cyanobacteria, Synergistetes, Ab-
sconditabacteria,, Thermi, Gracilibacteria, Chloroflexi, Arma-
timonadetes, Omnitrophica y Verrumicrobiota en saliva de
pacientes con carcinoma escamocelular orofaringeo®?!, y
eséfago de personas sanas'.

Aunque los estudios a nivel de transcriptoma son limitados
en cavidad oral, se ha visto un gran avance en patologias
de como enfermedad periodontal® y caries’, sin embargo, en
OSCC los estudios transcripcionales son escasos.

Por lo tanto, sigue siendo necesario determinar la actividad
transcripcional de especies bacterianas que podrian estar in-
volucrados en el control y transformacion celular’, mas adn
cuando la homeostasis en la que conviven las bacterias en los
diferentes nichos ecoldgicos podria verse afectada, lo que a
su vez puede traducirse en enfermedad®. Las enfermedades
se pueden generar por una disbiosis bacteriana, debido a
que el nimero de simbiontes beneficiosos para la funcion
normal de los tejidos disminuyen y a su vez aumentan los
patdgenos®, lo que a su vez podria promover liberacion de
mediadores dela inflamacion y provocar mutagénesis, pro-
liferacion celular descontrolada, angiogénesis, modificacio-
nes epigenéticas, degeneracién celular y en algunos casos
cancer®. En este sentido se hace necesario realizar estudios
comparativos de comunidades bacterianas presentes en am-
bientes sanos (eubiosis) y ambientes afectados (disbiosis)?.
Previamente publicamos un perfil de especies bacterianas
compatible con procesos de eubiosis y disbosis', y en el pre-
sente estudio describirmos la actividad transcriptcional de
este perfil bacteriano.

En el andlisis transcriptomico se describieron los procesos
bioldgicos, vias metabdlicas, perfiles de expresion génica y
mecanismos patogénicos de 40 especies bacterianas com-
patibles con procesos de eubiosis y disbiosis. Los hallazgos
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seflalan que las bacterias asociadas a estados de eubiosis
expresaron altos niveles de ARN mensajero en cabeza de
las especies S. macedonicus, S. lutetiensis, S. infantarius, S.
parauberis, L. helveticus, T. intermedia, S. novella y E. asburiae.
En el caso de estas especies de Streptococcus no han sido
reportadas previamente en condiciones saludables, sin em-
bargo, otras especies como S. mitis, S. taxon 070 y 058, S.
sanguinis, S. australis y S. cristatus se han identificado con
mayor frecuencia en individuos sanos en comparacién con
individuos con OSCC'"?*2, S, sanguinis también se ha encon-
trado con mayor frecuenciaen placa dental de nifios sin car-
ies en relacion con niflos con caries. S. oralis y S. salivarius
se han descrito con mayor frecuencia en placa y saliva de
individuos sanos??">, Otros estudios han observado que
S. sanguinis y S. mitis constituyen entre el 60 y 80% de los
colonizadores primarios en superficies dentales limpias y se
han considerado de gran importancia en individuos sanos?.
Se ha sugerido que la produccién de bacteriocinas por parte
de S. dentisani'y S. salivarius son capaces de inhibir el creci-
miento de especies cariogénicas como S. mutans y S. sobri-
nus®. S. salivarius se ha propuesto como un probidtico con
capacidad de proteger de candidiasis®. S. mitis, S. oralis y S.
sanguinis pueden inhibir la colonizacién y virulencia en mu-
cosa oral cdndida albicans®-S. gordonii y S. intermedius pro-
ducen un péptido estimulante de competencia y un péptido
inductor sigma X con capacidad de promover la competencia
entre bacterias y regular el quorum sensing®. Por lo tanto S.
mitis, S. oralis, S. sanguinis, S. sobrinus, S. dentisani 'y S. sali-
varius han sido propuestos como posibles biomarcadores de
procesos saludables y podrian ser de gran importancia en la
prevencion de enfermedades infecciosas®*. En este sentido,

nuestros resultados nos permiten sugerir que las bacterias,
S. macedonicus, S. infantarius, S. lutetiensis, S. pasteurianus
vy S. parauberis asociadas a eubiosis podrian conferir ben-
eficios saludables, basicamente porque S. macedonicus, S.
lutetiensis y S. infantarius, expresaron genes, como el de la
proteina similar a CIpE, (proteasa de Clp dependiente de ATP
) un importante regulador de factores de virulencia como el
factor de sefial difusible, polisacaridos extracelulares, sintesis
de flagelos y multiresistencia a farmacos. Sin embargo, se
necesitan realizar mas estudios para confirmar su papel en
estados saludables y determinar su contribucién en el con-
trol de bacterias patogénicas.

L. reuteri sintetiza la bacteriocina reuterina, que le da ventaja
competitiva contra bacterias periodontopatdgenas y cario-
génicas, algunas cepas de Lactobacillus pueden combatir a
bacterias cariogénicas como S. mitis mediante diversos me-
canismos®'. Estudios en cancer cervical han descrito que L.
crispatus, L. gasseri, L. iners o L. jensenii podrian ser bené-
ficas®? impedir la adherencia de bacterias patégenas por el
acido lactico producido, bacteriocinas, exopolisacaridos, po-
lisacaridos fosforilados y peptidoglicanos que pueden inhibir
la proliferacion de tumores en ratones®. Estas bacterias tam-
bién producen perodxido de hidrégeno que podrian eliminar
bacterias patdégenas. Algunos Lactobacillus han sido de gran
utilidad en los tratamientos de cancer por su sistema pro-
teolitico, sistema de transporte y peptidasas intracelulares®.
En el presente estudio L. helveticus y L. reuteri expresaron
altos niveles de transcritos de genes como factor de elon-
gacion de traslacién Tu, factor de elongacién de traslacion
G, subunidad beta de la ARN polimerasa dirigida por ADN,
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Figura 5. Genes diferencialmente expresados por las bacterias eubidticas y disbioticas. A. Nimero de lecturas de los genes diferencialmente expresados por las
bacterias eubidticas. B. NUmero de lecturas de los genes diferencialmente expresados por las bacterias disbioticas
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Tabla 1. Genes expresados Unicamente por bacterias asociadas aeubiosis y disbiosis. Se muestra el nombre y la funcion de los genes expresados exclusivamente
por bacterias del grupo de eubiosis y disbiésis, nimeros representan el nimero de lecturas de cada gen

Bacterias asociadas a Eubiosis

Bacterias asociadas a
Disbiosis

¥ Chromobacterium  Lactobacillus  Steptococus Steptococus Steptococus Steptococus  Aerococcus  Kineococcus Starkeya  Thiomonas  Providencia
Nobre del gen Funcién A 5 Y . 4 5 3 5 . A n M
violaceum reuteri lutetiensis macedonicus infantarius parauberis urinae radiotolerans novella  intermedia stuartii
Proteina similar Regula la produccion de factores de virulencia
aClpE activando o reprimiendo la expresion de un
gran conjunto de genes en la via del factor de
sefal difusible (DSF).
Incluye genes implicados en la sintesis de
polisacaridos extracelulares (EPS), sintesis de 14 65 36
flagelos, metabolismo de proteinas y acidos
grasos, resistencia a multiples farmacos,
captacion de hierro o genes que codifican
enzimas extracelulares, componentes
de la membrana y algunos factores de
transcripcion.
Proteina de Transportador relacionado con el sistema
exportacion de confiere resistencia contra macrolidos
macrélidos ATP 65 35
union/permeasa
(MacB)
Proteina de Constituyen una familia de proteinas
la triada de expuestas a la superficie que existen en
histidina muchas especies de estreptococos patogenos, 41 49
estreptococica ayuda a Streptococcus a escapar facilmente
del reconocimiento por la inmunidad del
huésped
Paralogo de la Estos hallazgos sugieren que el gancho
proteina del flagelar y FIgE son jugadores novedosos de
gancho flagelar las interacciones huésped-bacteriana a nivel 34
FigE inmunoldgico. Induce inflacién y cintquins
proinflamatorias
Antiportador de Supervivencia intracelular en celulas
arginina/omitina | epiteliales 12 21
(ArcD)
Resistencia a Resistencia a tetraciclinas
la tetraciclina- 17 43 38
Tet (M)
Proteina Tiene como funcién ayudar al plegamiento de
chaperona otras proteinas recién formadas 35
Dnak
Componente de | Un importante factor de virulencia debido
ATPasa del pili a su condicion de apéndice que sale de la
tipo IV (T4P) membrana externa, participando en procesos 39
de adhesion a superficies tanto biéticas como
abidticas, captacion de DNA foraneo durante
procesos conjugativos

subunidad A de ADN girasa, relacionados con metabolismo
de carbohidratos, aminoéacidos, nucleétidos y energia, que a
su vez podrian jugar un papel importante en la regulacion de
estados saludables.

En el presente estudio S. novella expreso altos niveles de tran-
scritos de genes como Factor de elongacion de traslacién Tu,
Factor de elongacion de traslacion G, Subunidad beta de la
ARN polimerasa dirigida por ADN relacionados con metabo-
lismo de carbohidratos, nucledtidos, aminoacidos, y energia
que podrian estar asociados a la regulacion de los estados
saludables. En el momento actual S. novella estd pobremen-
te caracterizada, sin embargo, algunos anlisis sugieren su
importancia en biopeliculas en humanos?®. En relacion con E.
asburiae se encontraron expresiones bajas de genes como el
Factor de elongacion de traslacién Tu, Subunidad B de ADN
girasa, asociados con procesos de metabolismo de carbohi-
dratos, aminoacidos, nucleétidos y energia. Se ha descrito
que produce N- acil homoserina lactona molécula de sefia-
lizacién auto inductora, de gran importancia en el quorum
sensing, que podria estar implicada en la regulacion de ac-
tividades fisiologicas importantes para su supervivencia y de

otros microorganismos entéricos®. La prevalencia de Ente-
robacterias en cavidad oral de individuos sanos se relaciona
con la presencia de éstas en el agua y alimentos entre otros®.

En el grupo eubidtico C. violaceum se encontrd con baja acti-
vidad transcripcional. Esta especie es frecuente en humanos 'y
es de gran utilidad en el tratamiento del cancer, posiblemen-
te por la actividad de una proteina reguladora del quérum
sensing llamada violaceina, que inhibe significativamente la
expresion de metaloproteinasas de la matriz mediada por ci-
tocinas en una linea celular de cancer de mama3®. Por otra
parte, C. terpenotabidum y C. maris, expresaron altos niveles
de genes como Factor de elongacion de traduccidén G, pro-
teina ribosémica SSU S12p y subunidad beta de la ARN po-
limerasa dirigida por ADN relacionados con metabolismo de
carbohidratos, aminoéacidos, nucleétido y energia. Aunque su
papel en condiciones saludables no ha sido descrito, estas
especies habitan diferentes nichos orales humanos®. Algu-
nas especies no identificadas del género Corynebacterium se
han reportado disminuidas en tejidos sanos en comparacién
con tejidos afectados por liquen plano oral (<1%) y en tejidos
tumorales de lenguay subrayan que la sobre expresion de
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esta bacteria podria reducir el riesgo de carcinoma escamo-
celular de cabeza y cuello®. El resto de las especies del grupo
eubidtico expresaron bajos niveles de ARN mensajero (<150
lecturas) que involucraron genes como Factor de elongacién
de traduccién Tu, factor de elongacion de traduccién G, su-
bunidad beta de ARN polimerasa dirigida por ADN y protei-
na ribosémica S12p de SSU.

Del grupo de especies asociadas a estados disbiéticos, L.
pneumophila, M. hominis, M. conjunctivae, G. vaginalis, C. ca-
nimorsus, P stuartii, los analisis de transcriptoma mostraron
que podrian estar relacionadas con estados patolégicos. L.
pneumophila, expresé bajos niveles de genes como cadena
beta de ATP sintasa, factor de elongacion de traduccion Tu
y subunidad beta de ARN polimerasa dirigida por ADN que
se relacionaron principalmente con metabolismo de nucleé-
tidos; Esta bacteria se encuentra en fuentes de agua y puede
generar en el humano la enfermedad del legionario*'. Hasta
el momento este microorganismo no ha sido relacionado
con ningun tipo de cancer en seres humanos. M. conjunctivae
y M. hominis, expresaron bajos niveles de genes como Factor
de elongacién de traduccién G, factor de elongacion de tra-
duccién Tu y subunidad beta de la ARN polimerasa dirigida
por ADN que se relacionaron principalmente con metabolis-
mo y energia. Llama la atencién que en el grupo eubidtico se
encontré a M. penetrans con actividad transcripcional redu-
cida. Esta ambivalencia demuestra que pueden existir espe-
cies similares con actividades funcionales opuestas. Si bien
M. conjunctivae no ha sido asociada a procesos carcinogé-
nicos, otras especies de Mycoplasma se han relacionado con
procesos carcinogénicos en personas positivas para Virus de
Papiloma Humano y en pacientes con cancer oral*.

Por otro lado, también se encontré a G. vaginalis con baja
expresion de genes como Factor de elongacion de traduc-
cion Tu y subunidad beta de la ARN polimerasa dirigida por
ADN relacionados con metabolismo y energia. G. vaginalis
causa vaginosis bacteriana en mujeres, debido a la alteracion
de la flora vaginal normal, aumento de pH> 4,5 y el agota-
miento de las especies de Lactobacillus. G. vaginalis inicial-
mente se adhiere al tejido epitelial del hospedero mediante
la vaginolisina, una citolisina dependiente de colesterol que
promueve la formacién de un poro membranal. Después
de la adherencia de la bacteria, esta produce sustancias ci-
totoxicas, induce la formacion de biopelicula, promueve la
produccién de succinato, que incrementa la proliferacién
de bacterias y aminopeptidasas que son descarboxiladas a
diaminas para su supervivencia®. También se encontré a C.
canimorsus, expresando altos niveles de genes como Factor
de elongacion de traduccién Tu, subunidad beta de la ARN
polimerasa dirigida por ADN y Factor de elongacion de tra-
duccién G, relacionados con procesos de metabolismo de
carbohidratos, aminoacidos, nucleétidos y energia. C. cani-
morsus es un bacilo comensal de cavidad oral y la eviden-
cia cientifica es confusa en cuanto a su papel patogénico.
Por un lado, se ha encontrado en abundancia en pacientes
con gingivitis y halitosis, en alta prevalencia en pacientes con
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carcinomas orales®#, mientras que otros reportes han rela-
cionado a Capnocytophaga con buena salud bucal y ha sido
propuesto como biomarcador bacteriano asociado a salud.
Por otro lado, habria que tener en cuenta que algunas cepas
de Capnocytophaga son resistentes a las cefalosporinas y/o
fluoroquinolonas de tercera generacion y podrian ser un re-
servorio de genes de resistencia que podria llevar al aumento
de su patogenicidad.

P stuartii expreso altos niveles de genes como Factor de
elongacién de traduccion Tu y subunidad beta de la ARN
polimerasa dirigida por ADN relacionados con metabolismo
de carbohidratos, nucleétidos y energia. Llama la atencién la
expresion del gen de la Proteina reguladora de la resistencia
a la tetraciclina TetR y Proteina chaperona DnaK, involucradas
en procesos de resistencia y transformacion celular. La capa-
cidad de estas bacterias para adherirse e invadir las células
del hospedero determina la especificidad de la patogénesis.
Algunas cepas pueden ser resistentes a multiples farma-
cos como gentamicina, cefalosporinas de primera genera-
cion y ampicilina. Se ha reportado que esta bacteria puede
migrar desde el tracto urinario a otros érganos y producir
infecciones®. Otras especies bacterianas del grupo de disbio-
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Figura 6. Potencial patogénico de los genes expresados por las bacterias
objeto de estudio. A. Perfil de genes patogénicos en bacterias asociadas a
eubidsis. B. Perfil de genes patogénicos en bacterias asociadas a disbiosis.
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sis como X. orizae, T. intermedia y G. diazotrophicus podrian
estar implicados en patogénesis por la capacidad de regular
el quorum sensing y la virulencia, resistencia a antibioticos y
capacidad de secretar lisozimas para el control de otras bac-
terias respectivamente?>48

Conclusion

El andlisis transcripcional permitié la caracterizacién de pro-
cesos bioldgicos, vias metabdlicas, perfiles de expresion
génica y mecanismos patogénicos de especies bacterianas
asociadas con procesos de eubiosis como S. macedonicus,
S. infantarius, S. lutetiensis, S.pasteurianus, S. parauberis, C.
violaceum y S. novella; asi como también de T intermedia y
P stuartii asociada a estados de disbiosis que podrian ser de
gran utilidad en el diagnostico y pronéstico del OSCC.

Consideraciones éticas

Proteccidon de personas y animales. Los autores declaran
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