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Mecanismos de Comunicacion Bacteriana en el Biofilm Bucal

INTRODUCCION

El origen de los microorganismos, de modo especifico las bacterias, data de
aproximadamente cuatro billones de afos de antigliedad, lo que las acredita
como la forma de vida mas ancestral. A pesar de ello estos seres fueron
observados hasta el siglo XVII, por Anthony van Leeuwenhoek (1632-1723),
quien fue el primero en vislumbrar e indagar este interesante mundo

microbiano.

El surgimiento de la microscopia electrénica y el subsiguiente
perfeccionamiento de los estudios ultra-estructurales, establecié que las
bacterias presentan una estructura celular procaridtica -rudimentaria

primitiva— conforme a su andlisis.

Las bacterias, microorganismos unicelulares, poseen estructuras que son
comunes a todas ellas, independientemente de la forma que tengan. Dichas
estructuras favorecen su adaptacion al medio ambiente y su posible
capacidad para causar enfermedades.

En la naturaleza la mayoria de los microorganismos viven en grupos que se
adhieren a una superficie formando biofilms. Los biofilms representan una
comunidad de células sésiles que crecen unidas irreversiblemente a una
superficie sélida, viva o inerte; embebida en una matriz extracelular
producida por ellas mismas, exhibiendo un fenotipo alterado con respecto al
indice de crecimiento y transcripcion de genes.

Actualmente los biofilms son considerados factores de virulencia, puesto

gue constituyen un modo de crecimiento protegido, lo cual permite la
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supervivencia en un medio hostil, facilitando la unién de las bacterias a
distintas superficies, ayudando al mantenimiento de las colonias y
protegiéndolas de distintos factores, como los cambios en las condiciones
ambientales, la posibilidad de ser fagocitadas por macrofagos, ser agredidas
por otros protozoos o por el efecto de los agentes antimicrobianos.

Las bacterias han sido consideradas como organismos no diferenciados y no
cooperativos, descartandose cualquier posibilidad de que existiesen
mecanismos de comunicacién intercelular en organismos unicelulares. Sin
embargo en la actualidad se sabe que las bacterias han desarrollado
sofisticados mecanismos que les permiten descubrir y responder a las
condiciones ambientales, como cambios de temperatura, disponibilidad de
nutrientes, oxigeno y pH. El estudio de los mecanismos de deteccion de
estos cambios, llamados mecanismos de transduccion de sefiales,

constituye uno de los campos mas activos de la microbiologia.

El Quorum Sensing es un mecanismo de sefializacion por el cual las
bacterias regulan sistemas complejos de comportamiento. Este hecho hace
gue las bacterias se asocien en comunidades en las que coordinan la
expresion de determinados fenotipos que les confieren mayor resistencia y
adaptabilidad al medio ambiente, como la expresion de factores de
virulencia, y la maduracion del biofilm, los cuales tienen un papel importante,

entre otros, en el desarrollo de procesos infecciosos.

En la actualidad muchas investigaciones se centran en la busqueda de
compuestos que puedan inhibir el Quorum Sensing como blanco
antipatogénico y no antibacteriano evitando uno de los problemas mas
preocupantes en la actualidad: el desarrollo de resistencia a los farmacos.
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1. DEFINICION DEL BIOFILM

El biofilm es una forma habitual de crecimiento de las bacterias en la
naturaleza. Costerton definié al biofilm como una comunidad bacteriana bien
organizada rodeada por una capa externa llamada glucocaliz, de un aspecto
gelatinoso, compuesta principalmente por polisacéaridos. Dicha capa le brinda
a la bacteria facilidad para adherirse a distintas superficies, desempeia
también una funcion muy importante en la nutricion bacteriana, en la defensa
de la célula a distintos agentes fisicos y quimicos, en la respuesta inmune y
mecanismos de patogenicidad.’

El biofilm es una comunidad microbiana caracterizada por bacterias que se
hallan unidas a un substrato o superficie, 0 unas a otras, que se encuentran
embebidas en una matriz extracelular producida por ellas mismas y
presentan un fenotipo alterado con respecto al grado de multiplicacién celular
6 a la expresion de sus genes.? (Fig. 1)

Fig. 1 Fotografia de microscopia de barrido de un Biofilm de Staphylococcus aureus.’
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1.1 ESTRUCTURA BACTERIANA

Las bacterias son microorganismos que pertenecen al reino procariota de

modo que presentan una estructura celular simple y sin membrana nuclear.

El papel biolégico de las bacterias se comprende a partir del conocimiento de

la estructura y ultraestructura celular.
Estructuralmente la célula bacteriana esta constituida por:

e Cubierta celular compuesta por pared celular y membrana
citoplasmatica.

e Estructuras internas de la cubierta celular: citoplasma, material
genético y endoespora.

e Estructuras externas de la cubierta celular: glucocdlix, flagelo, pili
(fimbria) y estructuras fibrilares. (Fig. 2)

Chpsula

Ll - Fared celular Mernbrana celular

AN
Fela
MNucleoide

{ Citoplasma
Ribosoma

Mesosoma

Flasriida Flagela

Fig. 2 Esquema de una bacteria’
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ESTRUCTURAS QUE FORMAN LA CUBIERTA CELULAR.
PARED CELULAR

En la mayoria de las bacterias la pared es la estructura mas externa y es
bastante rigida, representa entre el 10 y 50 % del peso celular seco.

Esta compuesta por polisacaridos, proteinas y lipidos. En estado natural las
bacterias patégenas para el hombre son incoloras. Segun la reactividad que
presentan las bacterias a la tincion de Gram, se clasifican en: bacterias
grampositivas y bacterias gramnegativas.

La distinta forma en que se comportan las bacterias frente a las soluciones
colorantes se debe a que cada grupo posee una composicion quimica
diferente, aunque algunos autores opinan que esto depende de la

conformacion fisica de esa estructura mas que de la composicién quimica.’
(Fig. 3)

Fig. 3 Envolturas bacterianas gramnegativa y gram positiva.6
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La pared celular interviene en la determinacion de la morfologia celular,
protege a la célula de la lisis osmética y de sustancias toxicas, ademas de
contribuir a su patogenicidad.’

PARED CELULAR DE LAS BACTERIAS GRAMPOSITIVAS.

Su estructura basica esta constituida por un polimero denominado mureina o

peptidoglucano.

En las bacterias, la unidad estructural del peptidoglucano esta formada por
dos amino-azlucares: el &cido N.acetimuramico (NAM) vy la N-
acetilglucosamina (NAG) y diversos aminoacidos de la serie Dy L. EI NAM y
la NAG se unen mediante enlaces glucosidicos $(1-4) y los aminoacidos lo
hacen, en cadena, al grupo lactil C3 del NAM. (Fig. 4)

Fig. 4 Estructura del peptidoglucano. Diagrama esquematico de un modelo de
peptidoglucano. Se muestra las cadenas de polisacéarido, las cadenas laterales de

tetrapéptido y los puentes peptidicos.’



Mecanismos de Comunicacion Bacteriana en el Biofilm Bucal

Esta unidad estructural se repite de 20 a 80 veces en la estructura de la
mureina, lo que constituye una fibra del peptidoglucano. Las distintas fibras

estan enlazadas por enlaces interpeptidicos.?

En estas bacterias la pared celular es una estructura muy gruesa y esta
constituida por acidos teicoicos (uniones de alcohol y fosfato), teicurénicos y
lipoteicoicos. Estos &cidos le confieren a esta capa una carga eléctrica
negativa, lo que facilita la unién del microorganismo al diente o a la mucosa,
ademas de permitir la union o la agregacion interbacteriana, por lo que son

factores de virulencia.> ®

Los compuestos adicionales de la pared son otros polisacaridos y proteinas
gue también pueden sobrepasar la mureina, parecen formar una capa hacia
la zona mas externa de la pared, constituyendo la capa o estrato S.® (Fig. 5)

Fig.5 Envoltura grampositiva.7

10
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PARED CELULAR DE LAS BACTERIAS GRAMNEGATIVAS.

Constituida desde fuera hacia adentro, por la membrana externa y el

periplasma (espacio periplasmico). Incluido en el periplasma se halla el
peptidoglucano.

La estructura y composicion del peptidoglucano es similar al de las bacterias
grampositivas; sin embargo, el numero de fibras y de capas es menor, por lo
cual su grosor es inferior.> & (Fig. 6)

Fig. 6 Envoltura gramnegativa.7

El espacio periplasmico esta delimitado por la cara interna de la membrana
externa de la membrana citoplasmatica, ambas son hidréfilas. En su interior

alberga el peptidoglucano que corresponde del 5 al 10% de esta pared.

11
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En el periplasma se encuentran concentradas también enzimas hidroliticas,
denominadas genéricamente hidrolasas y proteinas de union, que participan

en el transporte y metabolismo de nutrientes de dicha célula.’

Envolviendo el cuerpo bacteriano, la membrana externa, al igual que el

peptidoglucano confiere integridad a la célula bacteriana.

El componente lipoproteico se encuentra embebido en la membrana externa
y covalentemente unido al péptidoglucano: su principal funcién es estabilizar

la membrana externa.

La membrana externa es la parte mas superficial de la pared celular de las
bacterias gramnegativas y esta constituida por lipopolisacaridos, fosfolipidos
y proteinas. Esta formada por dos capas u hojas (externa e interna) con

proteinas asociadas. (Fig. 7)

Fig. 7 Membrana externa de las bacterias gramnegativas.lo

e Capa externa. Estad constituida en su mayoria por lipopolisacarido

(LPS). En su estructura se distinguen tres zonas:

o La zona mas superficial constituida por largas cadenas
polisacaridas, denominada antigeno O, la cual es hidrofila.

0 La zona intermerdia llamada nucleo o core. Esta constituida por

heptosas, 2-ceto-3-desoxioctonato (KDO) y otros azlcares.
12
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0 La porcion mas profunda se denomina Lipido A, esta formado
por un disacarido de N-acetilglucosamina esterificado por
diversos acidos grasos. Se considera que es el responsable de
la actividad biolégica asociada al LPS y, por tanto, a la
endotoxina.? (Fig. 8)

Fig. 8 Estructura del lipopolisacarido™*

Capa interna. Esta formada por una monocapa fosfolipidica que esta

en contacto con el periplasma.

Proteinas asociadas. Se pueden clasificar en integrales o intrinsecas y
periféricas, superficiales o extrinsecas, las hay estructurales y
funcionales. La OmpA (outer membrane protein A) es la proteina
mayoritaria en algunas bacterias gramnegativas, es estructural y
mediante enlaces covalentes y puentes de hidrégeno, anclan el
peptidoglucano a la membrana externa.>®

La lipoproteina de Braun desempefia funciones similares a la OmpA.

Las porinas son proteinas funcionales que intervienen en la difusion
general de iones como Na'y K", difusion especifica de aminoacidos,
azucares, nucleosidos, etc. Las porinas se agrupan formando un

trimero en la membrana externa. (Fig. 9)

13
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Fig. 9 En laimagen se muestra el trimero de una porina especifica de Salmonella
typhimurium, bacteria gramnegativa.*?

Cada proteina porina atraviesa la membrana externa y es mas o
menos tubular; su estrecho canal permite el paso de moléculas
pequefias. Las moléculas grandes no pasan por las porinas son
transportadas a través de la membrana externa por transportadores
especificos. Estos transportadores especificos son proteinas que
actian como elementos en mecanismos de adhesion (receptores o
adhesinas), ademas son reconocidos por bacteri6fagos o
bacteriocinas y se comportan como compuestos toxicos y enzimaticos
gque estando wunidos a la membrana externa se excretan

posteriormente al exterior.”  (Fig. 10)

14
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Fig. 10 Modelo quimico de la membrana externa de E. coli y estructuras asociadas. La porina OmpF
tiene dos canales en la parte delantera (flechas negras) y un canal en la parte trasera (flecha blanca)

del complejo proteico trimerico.’

LIPOPOLISACARIDOS

Los lipopolisacaridos (LPS) constituyen el antigeno O y la endotoxina de las
bacterias gram-negativas. Estan localizados en la membrana externa de la
envoltura celular bacteriana y representan un factor importante en la
patogénesis de las infecciones bacterianas, asi como en la interaccion con el
hospedero y su sistema de defensa.’

Los LPS o denominados también endotoxinas bacterianas participan como
mediadores de procesos inflamatorios, estas macromoléculas actian en las
diferentes células que componen la encia en donde inician una serie de

procesos que deterioran las estructuras orales.

15
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COMPOSICION Y ESTRUCTURA DE LOS LIPOPOLISACARIDOS
ORALES.

Estas moléculas contienen lipidos y carbohidratos, estan formados por cuatro
dominios:

e Lipido A, es laregion toxica de la molécula
e El ndcleo interno de oligosacéaridos
e El ndcleo externo

e Laregion polisacarida O — antigénica (Fig. 11)

Fig. 11 Estructura de un lipopolisacérido. El ensamblaje del lipido A se lleva a cabo en la
membrana celular y los azlcares centrales se le van uniendo secuencialmente. Las
subunidades del antigeno-O son sintetizadas independientemente. El antigeno-O
completamente sintetizado se une entonces a la region central y el lipido A, generandose el
lipopolisacéarido en la membrana celular, antes de su paso/insercién a la membrana

externa.’®

Las formas moleculares de los LPS predominantes en las especies

periodontopatdégenas presentan un lipido A que consiste en una molécula {3 -
16
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(1, 6) — D — glucosamina (1, 4") disacarido fosfato, una de &cido dodecanoico
3’- hidroxilado unido en posiciones 2’y 3° a moléculas de acido graso
hidroxilado. El lipido A estd unido a un nucleo interno que contiene L —
glicero — D — manosa — heptosa y acido ceto — deoxi — octulosénico (KDO) y
una regién menos conservada en el nucleo externo compuesta de azlcares
como: glucosa, galactosa, manosa y glucosamina. La molécula O -
polisacarida, que estd unida al nucleo externo, varia ampliamente en

composicién y estructura, ain entre las mismas especies.*
ESTRUCTURA DEL LIPIDO A OBTENIDO DE BACTERIAS ORALES.

El lipido A presente en LPS obtenido de bacterias orales presenta el mismo
tipo de estructura que el de las enterobacterias, que consiste en g — (1, 6) —
glucosamina disacarido fosfato sustituida con &cidos grasos hidroxilados. La
estructura del lipido A mas ampliamente caracterizada corresponde a P.
gingivales y Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Estos
microorganismos presentan una estructura de lipido A similar a la que forma
parte del LPS de E. coli y difieren Gnicamente en la sustitucion de
dodecanato por una molécula tetradecanato. El lipido A de los LPS de P.
gingivalis, presenta un menor numero de cadenas de acidos grasos y es de
mayor longitud en comparacion al lipido A de Aggregatibacter
actynomicetemcomitans, que se encuentra fosforilado en el &tomo de

carbono 1 del aztcar.**

Los LPS aislados de organismos gramnegativos, estan compuestos de
especies moleculares multiples, que difieren no sélo en la presencia o
cantidad de O — polisacéaridos unidos en el nucleo externo sino también en la

composicion del lipido A.

17
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FUNCIONES DEL LOS LIPOPOLISACARIDOS

Puesto que el polisacérido core normalmente contiene azucares cargados y
fosfato, el LPS contribuye a la carga negativa de la superficie bacteriana.
Como constituyente principal de la capa exterior de la membrana externa, el
lipido A ayuda a estabilizar la estructura de la membrana externa. El LPS
puede contribuir a la adhesién bacteriana a superficies y a la formacion de
biofilms. Ademas puede formar una barrera de permeabilidad, debido a su
geometria y la interaccién entre moléculas de LPS aledafias restringiria la
entrada de sales biliares, antibiéticos y otras sustancias toxicas que podrian
dafiar a la bacteria. También presenta funciones en la proteccion de la
bacteria frente a las defensas del huésped, la cadena lateral O se denomina
también antigeno O porque estimula una respuesta inmunitaria. Esta
respuesta implica la produccién de anticuerpos que se unen a la forma cepa
— especifica del LPS que desencadendé la respuesta inmunitaria. Sin
embargo, muchas bacterias gramnegativas son capaces de cambiar
rapidamente la naturaleza antigénica de sus cadenas laterales O,
desorganizando de esta forma las defensas del huésped. El lipido A es téxico
en consecuencia, el LPS actia como endotoxina. Por lo anterior si una
bacteria entra al torrente sanguineo, la endotoxina LPS podria causar un

choque séptico.”

EFECTO DE LOS LIPOPOLISACARIDOS SOBRE LAS CELULAS DEL
PERIODONTO.

La distribucién de los leucocitos en los tejidos gingivales aumenta cuando las
bacterias, proteinas y LPS son reconocidos por el huésped en particular

mediante la asociacion de estas moléculas con los monocitos. Por su parte

18
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las células epiteliales de la encia, que constituyen el primer punto de
contacto con los LPS en el periodonto, liberan IL—4. (Fig. 12)

Lipopolisacéaridos
bacterianos

S Bacterias
Gram negativas

< Monocito patégenas gingivales
MMP

IL-18| [TNF-a

TNF-a

Resorcién Destruccion

del hueso ¢— ===~ __ _ o de la matriz

alveolar PGE, Fibroblasto MMP extracelular

Fig. 12 Activacién de los Monocitos y Macréfagos mediante la formacion del complejo entre
la LBP (Lipopolisacharide binding protein) y los lipopolisacaridos bacterianos y su posterior
asociacion con el receptor CD-14 del monocito. Nétese como la activacion de esta célula
resulta en la liberacion de PGE,, IL-1 y TNF que estimulan a fibroblastos residentes en el
periodonto para producir mas PGE, y metaloproteinasas que finalmente ocasionan resorcion
del hueso alveolar y destruccién de la matriz extracelular.”

Las endotoxinas actian también sobre los fibroblastos gingivales que
sintetizan y liberan tanto IL-8 como la proteina quimiotactica monocitica

(MCP - 1).

Los monocitos son capaces de responder a concentraciones muy bajas de
LPS produciendo una amplia variedad de mediadores de procesos
inflamatorios que estimulan a otros tipos celulares como linfocitos y

osteoclastos.
19
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En los macréfagos los LPS promueven la sintesis de IL-1B que a su vez
estimula a las células no mieloides (endoteliales, epiteliales y fibroblastos) a
secretar prostaglandinas y metaloproteinasas las cuales se encuentran en
altas concentraciones en los tejidos periodontales, particularmente en el
fluido crevicular, con lo que se inicia la destruccién 6sea y de tejidos de

soporte como el ligamento periodontal.™

MEMBRANA CITOPLASMATICA

Se le conoce también como membrana plasmatica, se sitla por debajo de la
pared celular, delimitada hacia afuera por el periplasma en las bacterias
gramnegativas y por un espacio, casi inexistente en las grampositivas.

Esta constituida por una bicapa lipidica y por proteinas.

e Lipidos. En su mayoria son fosfolipidos, algunas bacterias contienen
también glucolipidos, en las bacterias grampositivas ciertos
glucolipidos anclan los &cidos lipoteicoicos a la membrana
citoplasmatica. La membrana bacteriana a diferencia de los
eucariontes no contiene esteroles en cantidades significativas en sus

membranas.®
e Proteinas. Se distinguen dos formas:

o Integrales o intrinsecas. Se incluyen en la bicapa, unas
confieren estabilidad al conjunto y otras intervienen en el
transporte de sustancias (permeasas) o forman parte de la
cadena transportadora de electrones.
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o Periféricas, superficiales o extrinsecas. Se encuentran unidas
labilmente a superficies tanto internas como externas, se

relacionan con funciones metabdlicas.” ® (Fig. 13)

Proteina
@ integral

Hélice
« hidrofobica &

o

Proteina
periférica

Fig. 13 Estructura de la membrana plasmatica bacteriana. Este diagrama muestra las
proteinas integrales (azul) flotando en la bicapa lipidica. Las proteinas periféricas (morado)
estan débilmente asociadas a la superficie de la membrana interna. Las esferas pequefias

representan los extremos hidrofilicos de los fosfolipidos de membrana y las colas onduladas,
las cadenas de acidos grasos hidrofébicas.’

PROPIEDADES Y FUNCIONES.

La membrana citoplasmética funciona como una barrera de permeabilidad
selectiva: permite el paso de determinados iones y moléculas, ya sea al
interior o exterior de la célula, a la vez que evita el paso de otros.

Por lo anterior la membrana evita la pérdida de componentes esenciales, y
cuando sea necesario facilita el movimiento de otras moléculas, cuando

éstas no pueden cruzar la membrana.” ®
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Los sistemas de transporte se emplean en funciones:

e Bioenergéticas, relacionadas con el transporte de electrones y
fendmenos de fosforilizacion oxidativa que conduce a la formaciéon de
ATP a partir de ADP.

- Biosintéticas, posee sistemas que intervienen en la fotosintesis,

sintesis de lipidos y componentes de la pared celular.

e Biodegradativos, en ella radican exoenzimas que al ser excretadas
degradan compuestos en otros mas simples y asimilables.

La membrana citoplasmatica es el sitio de accion de numerosos

antimicrobianos, los cuales provocan su desorganizacion.

Es el lugar donde se anclan las fimbrias, pilis y los flagelos. A partir de la
membrana citoplasmatica surgen unas invaginaciones llamadas mesosomas,
gue se extienden al interior del citoplasma, parecen estar implicados en la
sintesis de pared celular, replicacion del ADN y en la formacion del tabique

que origina dos células en la division celular.’’

ESTRUCTURAS INTERNAS DE LA CUBIERTA CELULAR.

CITOPLASMA

El citoplasma es un hidrogel que contiene alrededor de un 85% de agua y un
conjunto de macromoléculas y estructuras, como: inclusiones de reserva,

compuestos solubles, ribosomas y el nucleoide. (Fig. 14)
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Fig. 14 Morfologia de la célula procariota. En esta imagen se observan las estructuras

contenidas en el citoplasma bacteriano.”

e Inclusiones de reserva que almacenan nutrientes y son de dos tipos

orgénicas e inorganicas:

o Orgéanicas, como las de glucogeno, almidon (reservas de
carbohidratos) y acido poli-p-hidroxibutirico (reservas de
lipidos).

o Inorgéanicas, como las de polifosfatos, polimeros lineales de

ortofosfatos, que son reserva de fosféro.>®

e Compuestos solubles, como enzimas, coenzimas, aminoacidos,

azucares, sales, minerales y vitaminas.
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e Ribosomas, la zona donde se ubican los ribosomas es de aspecto

granular y es conocido como citosol.

Los ribosomas son elementos esféricos o ligeramente aplanados,
presentes en una cantidad de 15000 por célula, es lo que confiere al
citoplasma el aspecto granuloso.

Los ribosomas estan formados por un 30 — 40% de proteinas y el resto
por ARNr, que constituye en torno al 80% del total del ARN bacteriano.

Los ribosomas en la célula bacteriana estdn constituidos por dos
subunidades, una menor 30s y una mayor 50s (S — unidad de
sedimentacién o Svedberg); durante la sintesis proteica estas dos
unidades se unen, de lo cual se origina un ribosoma funcional 70s, en
estas estructuras es donde se realiza la sintesis proteica y tiene lugar
la accion de diferentes antibacterianos. "8 (Fig. 15)

Fig. 15 Ribosoma procariota. Se muestran las dos subunidades del ribosoma bacteriano.”
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MATERIAL GENETICO

A diferencia de las células eucariotas, las procariotas carecen de un nucleo
delimitado por membrana. El cromosoma procariota se localiza en una region

de forma irregular denominado nucleiode.

El material nuclear o nucleoide esta compuesto basicamente por acido
desoxirribonucleico (ADN), posee también algin RNA y proteinas asociadas
a él ocupa aproximadamente el 20% del volumen de la célula; el DNA
constituye un cromosoma unico, circular que concentra toda la informacion
genética de la célula. Su estructura fue descrita por Watson y Crick,*®
quienes afirman que esa macromolécula constituye una doble hélice, donde
se identifican las bases nitrogenadas complementarias entre si: Pdricas
(adenina y guanina) y pirimidicas (timina y citocina), el azucar desoxirribosa y

residuos de fosfato. (Fig. 16)

Fig. 16 Estructura del DNA bacteriano.*’
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El DNA bacteriano estd compuesto por unidades repetitivas de nucleétidos,
éstos se encuentran unidos en pares a lo largo de cadenas enrolladas en
forma de doble hélice y unidos a proteinas. EI ADN bacteriano contiene entre
1 y 4 millones de pares de bases. Las funciones esenciales del material
genético son:

e Replicacién de la informacion genética

Expresion de la informacion genética para establecer el fenotipo del

microorganismo.’

El DNA que conforma el genoma bacteriano puede encontrarse también en
elementos extracromosomicos, como los plasmidos, transposones e
integrones. Los plasmidos pueden realizar funciones como: codificar
determinantes ecoldgicos, determinar la sintesis de factores de
patogenicidad, son responsables de la resistencia antimicrobiana y dirigen la
sintesis de proteinas que resultan en pilis sexuales.” 8 (Fig. 17)

Effiwe purmp

Plasmid

Antibiotic

Fig. 17 Distintos mecanismos de resistencia a los antibiéticos: Degradacién, alteracién y
expulsion, generadas por un plasmido.?
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ESTRUCTURAS EXTERNAS DE LA CUBIERTA CELULAR

FLAGELO

La mayoria de las células procariotas moviles se desplazan utilizando
flagelos. Los flagelos son apéndices motores en forma de hilo que se
extienden por fuera de la membrana plasmética y la pared celular. Estan
constituidos por una proteina globular llamada flagelina.?*

Los flagelos bacterianos son estructuras tubulares huecas, finas, largas,
delgadas, flexibles y onduladas de aproximadamente 20nm de ancho y hasta
15 6 20 um de largo. (Fig. 18)

Fig. 18 Estructuras externas bacterianas.”

Las especies bacterianas a menudo difieren en la distribucion de sus
flagelos, estos patrones son Utiles para la identificacion de bacterias.

A. Bacterias monétricas: poseen un solo flagelo.
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B. Bacterias lofétricas: presentan un penacho de flagelos en un extremo.
C. Bacterias anfitricas: presentan uno o varios flagelos en ambos polos.
D. Bacterias peritricas: presentan flagelos sobre toda la superficie.

= Bacterias atricas: esta clase de bacterias carecen de flagelos.(Fig. 19)

A a-
B

C\_/_\/’-W

-3

Fig. 19 Los diferentes tipos de disposicién de los flagelos bacterianos.”

Estructura Flagelar
El flagelo bacteriano consta de tres partes:

1. Filamento del flagelo, la parte mas larga, que se extiende desde la
superficie de la célula hasta la punta del flagelo.

2. El cuerpo basal, que se encuentra insertado en la célula.
28



Mecanismos de Comunicacion Bacteriana en el Biofilm Bucal

3. El codo o gancho del flagelo, es un segmento corto y curvado, une al
filamento a su cuerpo basal, acta como una bisagra permitiendo al

filamento orientarse en varias direcciones.

En las bacterias gramnegativas el flagelo consta de varios anillos, el L
insertado en el LPS de la membrana, el P en el peptidoglucano y dos
denominados S-M en la membrana citoplasmética. En las grampositivas solo
hay dos anillos uno situado en la membrana y otro en el peptidoglucano.” '8

(Fig. 20)

Fig. 20 Ultra estructura de los flagelos bacterianos.’

La sintesis de los flagelos bacterianos implica al menos 20 6 30 genes.
Ademas del gen de la flagelina, otros méas codifican las proteinas del codo y

del cuerpo basal.

A través del nudcleo interno hueco del filamento las subunidades de flagelina
se transportan, cuando alcanzan la punta las subunidades se agregan, su
unién esta dirigida por la proteina capuchoén del filamento, de manera que el

filamento crece por la punta en lugar de por la base. (Fig. 21)
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Fig. 21 Crecimiento del filamento del flagelo.7
Mecanismo de movimiento flagelar

El filamento tiene la forma de una hélice rigida, y la célula se mueve cuando
esta hélice rota. La direccién de rotacion del flagelo determina el tipo de
movimiento de la bacteria. La rotacién del filamento flagelar helicoidal empuja
a la célula en una carrera hacia adelante quedando los flagelos en la parte
posterior.

Para desplazarse hacia adelante, los flagelos rotan en sentido contrario a las
manecillas del reloj, en este movimiento los codos se curvan para formar un
haz rotante que propulsa a la célula hacia adelante. La rotacién de los
flagelos en el sentido de las manecillas del reloj deshace el haz y la célula
gira.??* (Fig. 22)
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Fig. 22 Motilidad Flagelar. En esta imagen se ilustra la relacion entre la rotacion flagelar y el

movimiento bacteriano.’

El cuerpo basal es una estructura pasiva y rota dentro de un complejo
proteico insertado en la membrana, este movimiento esta impulsado por
gradientes de protones o de sodio no directamente de ATP. El flagelo es un
aparato natatorio eficaz, lo cual facilita el desplazamiento de la bacteria por
medios acuosos, logrando una velocidad de 20 a 90 um/segundo.
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PILI' Y FIMBRIAS

Son vellosidades mas cortas y rigidas que los flagelos, rectos que estan
implantados en la membrana citoplasmatica. Pueden estar distribuidos en

toda la superficie celular o ubicarse en uno o ambos polos de la célula.**

Dichas vellosidades estdn compuestas por una proteina denominada
fimbrilina o pilina. Las fimbrias son finos tubos compuestos por subunidades
proteicas, en su extremo se encuentran unas moléculas denominadas
adhesinas que le determinan propiedades de adhesion. Ademas son también
necesarias para la motilidad espasmddica que ocurre en algunas bacterias

(fimbrias tipo V). "%

Los pili transmiten informacidén genética, por lo que se les relaciona en casos
de resistencia antimicrobiana. Son estructuras mas largas y anchas que las
fimbrias y terminan en especie de boton. La capacidad de emitir estos pilis se

relaciona con la presencia de plasmidos. (Fig. 23)

Fig. 23 E. coli con fimbrias.*’
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Ademas de la movilidad que confieren los flagelos, algunos procariontes
pueden moverse a lo largo de superficies sélidas por deslizamiento. Existen

2 mecanismos diferentes:

e Uno de ellos es mediado por pilis, consiste en la adherencia de estas
vellosidades frente a la célula donde el pili es extendido y adherido a
la superficie y luego retraido, de esta forma jalando a la célula.

e El otro tipo de deslizamiento es dado por la secresion de polisacaridos
en la parte terminal de la célula, los cuales se unen a la superficie y al
ser hidratados se expanden y empujan a la célula.

1.1.1 ENDOSPORA

Diversas bacterias grampositivas presentan la capacidad de formar una
estructura latente de especial resistencia llamada endospora. Estas se
desarrollan en el interior de las células bacterianas vegetativas de distintos
géneros. Estas estructuras son muy resistentes a diversos factores
ambientales como el calor, la radiacion ultravioleta, la radiacion gamma,

desinfectantes quimicos y la desecacion.

Las endosporas permiten la supervivencia en situaciones de baja humedad o
escasez de nutrientes. Puesto que la formacion de la endospora,
denominada esporogénesis 0 esporulacion, se inicia normalmente cuando

cesa el crecimiento debido a la ausencia de nutrientes.

La espora esta rodeada por una delgada capa (exosporio) y debajo de esta
se halla la cubierta de la espora formada por varias capas de proteinas. Esta
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cubierta es impermeable a muchas moléculas téxicas y es responsable de la
resistencia de la espora a los compuestos quimicos. Se sabe que esta
cubierta contiene enzimas implicadas en la germinacion. La pared celular de
la endospora esta dentro del cortex y rodea el protoplasto o core de la
endospora, este Ultimo contiene ribosomas Yy nucleoide, pero es
metabolicamente inactivo.> ’ (Fig.24)

Fig. 24 Estructura de una endospora. Endospora de Bacillus anthracis.”

Parte de la composicion de la endospora es de acido dipicolinico que forma
complejos con iones calcio en el protoplasto. Ademas en la endospora se
hallan proteinas &acido-solubles de unién a DNA (SASP, small acid-soluble
DNA-binding proteins).

Se desconoce aun el mecanismo exacto por el que la endospora es tan
resistente a diferentes agentes ambientales, pero probablemente se deba a
diversos factores como:

e Estabilizacion del DNA por el complejo dipicolinato calcico y por
proteinas &cido-solubles.
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e Deshidratacion del protoplasto
e Cubierta de la espora
e Reparacion del DNA

e Mayor estabilidad de las proteinas celulares en bacterias adaptadas a

crecer a temperaturas elevadas. "8

1.1.2 GLUCOCALIX

El glucocalix es una masa de fibras enredada, constituida por polisacaridos
de moléculas ramificadas que se extiende desde la superficie bacteriana, y
forman un compacto glucocaélix que rodea a las células individualmente o a

una colonia de ellas.?® (Fig. 25)

Fig. 25 Glucocalix Bacteriano. En la imagen se observan bacterias conectadas entre si, a
través del glucocdlix que aparece como extensas redes de fibras que se extienden desde las

células.’
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Es generada en el interior de la célula y luego vertida al exterior, no es tan
uniforme como la capsula y esta menos adherida a la pared celular. El

glucocalix es una capa de aspecto gelatinoso y pegajoso.

Envuelve a la pared celular y dependiendo de su espesura y organizacion se
denomina capsula o capa limosa. Esta capa provee estabilidad mecanica al
biofilm, mediante la adhesion a superficies formando cohesién, la red
tridimensional de polimeros interconecta y paulatinamente inmoviliza a las

células del biofilm.?®

Ademas la matriz del biofilm actia como un sistema digestivo externo, acerca
a las células enzimas extracelulares permitiéndoles metabolizar los

desechos, coloides y polimeros solidos.

El glucocalix brinda a las bacterias facilidad para adherirse a distintas
superficies, como ocurre con Streptococcus mutans, que se une firmemente

a la superficie libre de los dientes. (Fig. 26)

30
l.

Fig. 26 Biofilm de Streptococcus en la cavidad ora
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Ademas representa una fuente de nutrientes, al impedir la salida de

sustancias alimenticias.

1.2 MICROBIOTA BUCAL

La cavidad oral puede considerarse como un gran ecosistema, en el que
existen microorganismos que interactdan entre si, inmersos en un ambiente
especifico, con elementos abidticos que les circundan, con los que también
se encuentran relacionados. La flora oral del ser humano es altamente

compleja y diversa, varia de un sitio a otro.?
Adquisicion de la microbiota oral

Antes del parto, el feto vive en un ambiente estéril, rodeado del liquido
amniotico y la placenta; es en el momento del nacimiento, cuando se pone
en contacto con distintos microorganismos.

Aproximadamente después de 8 horas, el nUmero de bacterias en la cavidad
oral de los neonatos incrementa, entre dichas bacterias se encuentran:
Lactobacilos, Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Veillonella,
Neisseria y Coliformes. Sin embargo, muchas de estas bacterias solo estan
presentes transitoriamente y durante los primeros dias. Los primeros en
instalarse son Streptococcus salivarius en la mucosa, en la lengua y libres en

la saliva.

La microbiota oral se va desarrollando conforme la edad, como se muestra

en la tabla 1:
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Tabla 1 Desarrollo de la microbiota oral.**

Edad Organismos frecuentemente aislados

0 — 2 meses S. salivarius, S. oralis, S. mitis, A.
odontolyticus, Neisseria

spp.,Staphylococcus spp., Veillonella spp.,

2 —6 meses F. Nucleatum, Por. Catoniae,

Leptotrichia spp.

6 — 12 meses S. sanguis, Capnocytophaga spp., Eik
corrodens, Fusobacterium spp., F.
nucleatum, Actynomices spp., A

odontolyticus.

12 meses — adolescencia S. mutans, Selenomonas spp., Prev.
nigrescens, Prev. intermedia, Prev. pallens,
Por. Gingivalis, Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, Clostridium spp.

Adolescencia Incremento de anaerobios y espiroquetas,
en mujeres se incrementa Prev. intermedia

El medio bucal experimenta mayores cambios alrededor de los 6 meses de

vida, momento del inicio de la erupcion de la primera denticion.

La adquisicion de la microbiota oral sigue un desarrollo ecolégico

denominado sucesién ecologica:

e Sucesion alogénica, el desarrollo de la microbiota estad influido por

factores no microbianos.

38



Mecanismos de Comunicacion Bacteriana en el Biofilm Bucal

o Nacimiento, erupcion de los dientes, vida adulta, pérdida
dentaria, uso de prétesis.

e Sucesion autogénica, en esta situacion la  modificacion de la

microbiota se da por factores microbianos.
Naturaleza de la microbiota oral

Se han identificado 700 especies bacterianas distintas en la cavidad oral, de
las cuales 400 se han encontrado en bolsas periodontales, las 300 restantes
se han identificado en otros sitios de la boca, como: la lengua, mucosas,
lesiones cariosas e infecciones endodonticas.®* ** La mayoria tienen la
caracteristica de ser transitorias, de forma que como residentes solo

guedarian 20 cepas aproximadamente.

La cavidad oral y tejidos de soporte estan mediados por condiciones
bacterianas que involucran el desequilibrio en la flora normal. La saliva es un
regulador de la flora microbiana oral, sirve como ambiente, medio de cultivo

de microorganismos y como regulador.®

e Cocos grampositivos: Streptococcus viridans en su mayoria, en menor
proporcién se hallarian, Staphylococcus spp., Enterococcus spp., S.
mucilaginosus, Abiotrophia spp., y los aerobios estrictos
Pepetostreptococcus spp.

e Cocos gramnegativos: se han detectado diversas especies aerobias y
comensales no estrictas, del género Neisseria. Y como anaerobias

estrictas Veillonella.
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Bacilos grampositivos: Destacan en cantidad Actinomyces Yy
Lactobacillus, en menor cantidad se encuentran, Corynebacterium
matruchotii, Rothia dentocariosa, Propionibacterium y las
pertenecientes al género anaerbio Eubacterium y Bifidobacterium.

Bacilos gramnegativos: Del género anaerobios estrictos no
esporulados se encuentran, Porphyromonas spp., Prevotella spp.,
Fusobacterium spp., Leptotrichia bucalis, Selenomonas spp., Yy
Centipeda periodontii. Del grupo de anaerobias facultativas se
encuentran: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Haemophilus
spp., Eikenella corrodens, Capnocytophaga spp., y algunas especies
del género Campylobacter.®

Otros microorganismos: Treponemas comensales, hongos (Candida
spp.), Mycoplasma spp., y escasos protozoos como las especies

Trichomonas tenax y Entamoeba gingivalis.?® !
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2. FACTORES AMBIENTALES QUE AFECTAN EL
BIOFILM

Durante los ultimos afios la estructura del biofilm ha sido estudiada, y
actualmente se ha revelado una estructura tridimensional completa en forma
de setas o también llamado modelo de los canales de agua. Por medio de los
canales los fluidos ambientales pueden moverse transportando nutrientes,
agua, oxigeno, removiendo productos de desecho y actuando como
conductos para moléculas mensajeras, incluso hasta las zonas mas

profundas del biofilm.

Sin embargo estos canales no evitan que dentro del biofilm puedan existir
ambientes diferentes en los que las concentraciones de nutrientes, oxigeno y

pH son distintas.* %37

Para la formacion de un biofilm se requiere de nutrientes y de una variedad
de factores fisico — quimicos, como pH, temperatura, osmolaridad, luz,

tension de oxigeno.
2.1 FACTORES NUTRICIONALES

Para que las bacterias se desarrollen deben encontrar compuestos quimicos
necesarios, que les provean nutrientes para llevar a cabo la sintesis de sus

componentes celulares.

Los nutrientes son sustancias empleadas para la biosintesis y la obtencién

de energia, por tanto son necesarios para el crecimiento bacteriano.
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La bacteria requiere cantidades grandes de macronutrientes; como carbono,
hidrogeno, nitrogeno, oxigeno, azufre y fésforo, estos se encuentran

formando parte de carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos.

Sin embargo requiere una pequefia cantidad de micronutrientes, aun asi
estos Ultimos son indispensables, estas moléculas forman parte de
cofactores enzimaticos e intervienen en reacciones catabdlicas y contribuyen

al mantenimiento de la estructura de proteinas.

El carbono es necesario para la construccion de todas las moléculas
orgénicas. El movimiento de electrones a través de la cadena de electrones y
durante reacciones de Oxido-reduccion proporciona energia, ademas los
electrones son necesarios para la sintesis de moléculas durante la
biosintesis. El nitrdgeno es necesario para la sintesis de aminoacidos,
purinas, pirimidinas y cofactores enzimaticos. El fésforo esta presente en los
acidos nucleicos, fosfolipidos, nucleétidos (como el ATP), varios cofactores y
algunas proteinas. La mayoria de los microorganismos utilizan el fosforo
inorganico como fuente de fésforo y lo incorporan directamente. El azufre es
necesario para la sintesis de sustancias como aminoacidos, cisteina y
metionina, algunos carbohidratos, biotina y tiamina. Las bacterias utilizan al

sulfato como fuente de azufre.

Los microorganismos requieren una mezcla equilibrada de nutrientes, si un
nutriente esencial es escaso, el crecimiento microbiano se vera limitado,

independientemente de la concentracion de los demas nutrientes.
2.2 pH

Muchas especies bacterianas tienen un rango de pH para su crecimiento, la

mayoria de las bacterias crecen mejor a un pH préximo al neutro o
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ligeramente alcalino (7.2 — 7.6); sin embargo algunas se desarrollan mejor en
medios acidos (acidoéfilas) e incluso son capaces de seguir bajando el pH. En
cambio otras bacterias son muy sensibles a la acidez y toleran bien

ambientes alcalinos.

Su sobrevivencia depende de la heterogeneidad del biofilm, ya que las
bacterias pueden modular su pH local, regulando genes que codifican para

enzimas relacionadas con la produccién de bases o acidos.>®
2.3 NECESIDADES DE OXIGENO

La importancia del oxigeno para el crecimiento de un organismo esti
directamente relacionada con su metabolismo; particularmente con los

procesos que emplea para conservar la energia que ha obtenido.*

Las condiciones atmosféricas para un microorganismo estdn dadas por el
potencial de Oxido — reduccién. Lo que se conoce como respiracion
bacteriana consiste en reacciones en cadena donde varia el aceptor final de

electrones o de hidrégeno.

El balance energético de un microorganismo depende de su equipo
enzimatico, aquel microorganismo que utilice el oxigeno molecular como
aceptor final de electrones (respiracién aerobia) obtendra gran cantidad de
energia, y el que se vale de sustancias organicas como aceptores finales de
electrones (fermentacion) obtendra poca cantidad de energia.

Las bacterias se clasifican de acuerdo a su necesidad y sensibilidad al

oxigeno:

e Anaerobias estrictas: crecen solo en ausencia de oxigeno, o en

ambientes con una tension de oxigeno (pO2) mayor del 0.5%
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e Anaerobias moderadas: son capaces de crecer en presencia de un 2 a
8% de oxigeno, pueden sobrevivir expuestas al oxigeno atmosférico
(20%) durante 60 a 90 minutos.

e Anaerobias aerotolerantes: pueden tolerar el oxigeno, pero son

incapaces de utilizarlo metabolicamente.

e Anaerobias facultativas: no precisa el oxigeno para su desarrollo, pero

pueden utilizarlo metabdélicamente.

e Microaerdfilas: requieren de oxigeno pero en concentraciones

inferiores a las atmosféricas (2 — 10%).

e Aerobias estrictas: para su crecimiento necesitan oxigeno y no pueden

desarrollarse en su ausencia (20%).2 (Fig. 27)

: Anaerobias
Aerobias
Estrictas Moderadas
Estrictas

v

Facultativas — Aerotolerantes - Microaerdfilas

Fig. 27 Clasificacion de las bacterias en cuanto al efecto del O, sobre su metabolismo.™
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La mayoria de las bacterias ven favorecido su crecimiento por la presencia
de pequenas cantidades de CO, (0.03%) que es proporcionado por la
atmosfera, o el que es obtenido de reacciones de oxidacion y fermentacion
de la propia célula. En cambio otras bacterias necesitan concentraciones
elevadas de CO; (5 — 10%), estas bacterias son llamadas capndfilas.

El hongo oportunista Candida albicans, a pesar de crecer en condiciones
aerobicas y anerobias solo es capaz de formar biofilms, en presencia de
oxigeno,” por lo cual el oxigeno es un factor determinante en el

establecimiento del biofilm para algunos microorganismos.
2.4 TEMPERATURA

La temperatura de los microorganismos varia con la de su medio ambiente
externo. El efecto de la temperatura tiene gran impacto en el crecimiento de
las bacterias, debido a la sensibilidad que presentan las reacciones

enzimaticas ante este factor.

Las enzimas a una temperatura adecuada funcionan de manera Optima, a
una temperatura menor de la éptima las enzimas dejan de ser cataliticas y a
medida que la temperatura asciende la velocidad de reaccién se incrementa.
De acuerdo a lo anterior se establece que a medida que aumenta la
velocidad de cada reaccién, el metabolismo se acelera y el microorganismo

crece mas de prisa. (Fig. 28)

Sin embargo a partir de cierto punto, el aumento de la temperatura 6ptima
podria retrasar el crecimiento, esto es debido a que se desnaturalizan
enzimas, transportadores y otras proteinas, ademas de que la bicapa lipidica
puede desintegrarse. Cuando la temperatura es menor a la 6ptima podria
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afectarse la funcién, pero no necesariamente la composicion quimica y la

estructura de la célula.

Optima

Velooidad de oraohmiento

Minima Maxima

l /

Temperatura

Fig. 28 Temperatura y crecimiento. Efecto de la temperatura sobre la velocidad de

crecimiento.’

Las bacterias se clasifican en tres categorias fundamentales segun los
margenes de temperatura en los que se puede desarrollar éptimamente:

e Psicréfilos: Este tipo de bacterias pueden desarrollarse en bajas
temperaturas (0°C), tienen una temperatura 6ptima menor o igual a
15<C.

= Psicrofilos facultativos: Este tipo de bacterias pueden desarrollarse en
temperaturas entre 0 — 7°C, tienen valores 6ptimos de 20 — 30C, y

maximos de 35°C.

e Mesodfilos: Estos microorganismos se producen entre 20 — 40°C con
una temperatura Optima de 36°C, las bacterias que se relacionan a la
patogénesis en el hombre pertenecen a este grupo.
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e Termdfilos: estos microorganismos toleran temperaturas altas, la
temperatura Optima para su desarrollo es de 55°C y la maxima de
80<C.

e Hipertermofilos: Estas bacterias se desarrollan 6ptimamente a
temperaturas elevadas que oscilan de 80 — 113°C. no suelen crecer
bien por debajo de 55°C. " ** (Fig. 29)

Fig. 29 Clasificacién de microorganismos segun la temperatura 6ptima de desarrollo.*
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3. BIOPELICULAS BACTERIANAS

Las bacterias se organizan en complejos y tenaces entramados o peliculas
biol6gicas —biopeliculas-, cuando los microorganismos utilizan esta formacién

la comunicacién entre ellas es vital.

Investigaciones médicas (Jonh R. Lawrence, Douglas E. Caldwell y
Costerton, 1991) han demostrado que las bacterias crecen en microcolonias,
éstas se encuentran inmersas en una sustancia espesa, a la que se llama
matriz extracelular o glucocdlix, que las mantiene unidas. Esta sustancia
blanda y pegajosa es secretada por ellas, invariablemente absorbe agua y

atrapa particulas pequefias.*® (Fig. 30)

Fig. 30 Imagen del biofilm de Staphylococcus, se observa a la sustancia matriz polisacéarida

extracelular rodeando y encapsulando las células bacterianas.*
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Una biopelicula esta constituida por infinidad de estos grupusculos,
separados por una red de canales de agua. El liquido que fluye por estos
minUsculos conductos bafia cada congregacion microbiana, aportando
nutrientes disueltos y eliminando productos de desecho.

Las células situadas en la periferia de la microcolonia estan bien servidas por
el sistema de canales, mientras que las del interior son sometidas a un bajo y
restringido suministro. La densa agregacion de células que las rodea y la
matriz organica que las mantiene unidas actian de barrera para el flujo de
agua. Las células del centro de la colonia tienen que sobrevivir por tanto con
los nutrientes que se difundan hacia ellas; a pesar de ello el suministro no es

completamente nulo.*”® *° (Fig. 31)

Fig. 31 Estructura del Biofilm.*

Debido a la consistencia de la matriz extracelular las moléculas pequefias
pueden moverse libremente. A las sustancias que reaccionan con la matriz
extracelular o con la célula se les dificultar4d el paso al interior de la

microcolonia.
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La diversidad de ambientes quimicos que surgen dentro de una misma
biopelicula influye en el aspecto que presente una célula y su modo de
actuar respecto a otra aunque sean genéticamente idénticas. Las
condiciones locales regulan también la produccion de toxinas por lo cual
algunas bacterias son mas patdgenas que otras.

La diversidad de ambientes quimicos puede permitir que varias especies
bacterianas vivan al lado de otras sin problemas, en ocasiones una de ellas
se alimenta de los desechos metabdlicos de la otra, de modo que ambas se

ayudan.

3.1 FORMACION DE BIOFILM

Para el desarrollo 6ptimo de las biopeliculas se requiere de una serie de
pasos altamente regulados, donde influyen factores ambientales, bioldgicos y
fisicos. Se sabe que el mecanismo genético — molecular de la formacion de
biopeliculas depende de cada microorganismo, sin embargo las etapas de
desarrollo de las biopeliculas se conserva entre una amplia gama de
microorganismos.*’

Estas etapas consisten en un ciclo que incluye:

« Depésito y organizacion en grupos de células bacterianas sobre una
superficie.

e Segregacién de la matriz extracelular por las células agrupadas,
formacion del glucocélix.

e Las células intercambian sefiales para multiplicarse y formar una

microcolonia.
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Aparecen gradientes quimicos, que favorece la coexistencia con otras
especies bacterianas y con los distintos estados metabélicos.***’

(Fig. 32)

Fig. 32 Formacion de biopeliculas.*®

e Finalmente se produce la dispersion de algunas células, estas se
despegan, vuelven a su estado libre, posiblemente para formar

nuevos agregados. (Fig. 33)

Fig. 33 Dispersion de algunas células bacterias para formar nuevos agregados.48
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3.1.1 FORMACION DE BIOFILM A PARTIR DE UNA CELULA
PLANCTONICA.

Existen algunas bacterias que se encuentran libremente flotando en medios

acuosos de manera individual (bacterias plancténicas). (Fig. 34)

a Biofilm development

Planktonic bacteria

i Quorum - X
(free living) sonsing r )
o O 7 Mature biofilm community

388o
/ Microcolonies

D D D

Attachment

Fig. 34 Desarrollo de Biofilm a partir de una bacteria Plancténica.*

Estas bacterias tienen caracteristicas muy diferentes a las de sus
contrapartes adherentes. Presentan superficies hidrofilicas y el patron de
expresion genética es diferente al de las bacterias que crecen sobre una
superficie. Este tipo de bacterias no forma un glucocalix, por lo que son mas
susceptibles a agentes antibacterianos, como  antimicrobianos.
Paradodjicamente la mayoria de los estudios de antimicrobianos estan
basados en experimentos con bacterias plancténicas. Estas bacterias
presentan gran variedad de velocidades de crecimiento, debido a su fenotipo.

Son también susceptibles a la erradicacion por el sistema inmune. La

observacion de varias bacterias patdgenas ha demostrado que una vez en el
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hospedero este tipo de bacterias adopta ciertas estrategias para evadir la

reaccion del huésped. Dichas estrategias incluyen la formacion de

microcolonias y elaboracién de glucocalix. (Fig. 35)
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Fig. 35 Formacién de una biopelicula, a partir de una bacteria planctnica. La formacién
comienza cuando las bacterias plancténicas que nadan libremente se adsorben sobre una
superficie bidtica o inerte, esta asociacion, al principio reversible, luego se vuelve
irreversible. La adsorcion desencadena los primeros cambios fisioldgicos que conducen al

estilo biolégico de la pelicula.*®
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3.2 UNION A LA SUPERFICIE

La adherencia es una propiedad de gran numero de bacterias que les
permite su fijacion a la superficie de las células y aun de materiales inertes.

Inicialmente las células se aproximan al sustrato para adherirse, en algunos
casos la motilidad es importante e indispensable para este proceso. En este
paso inicia la interaccién del microorganismo y la superficie, durante esta
etapa son imprescindibles el uso de sus apéndices bacterianos como:
flagelos, fimbrias y pilis. Se ha detectado en varias especies bucales, fimbrias
entre los cuales se encuentran: A naeslundii, P gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y algunas cepas de Streptococcus, €OmMo:
Streptococcus salivarius, Streptococcus parasanguinis y miembros del grupo
de Streptococcus mitis.>® (Fig. 36)

Environmental Physiclogical
stress differentiation
arr navB

h N

L Substrate

Fig. 36 Adhesién bacteriana.”

Ademas de las interacciones entre la célula y su superficie, se desarrollan
otras entre célula — célula, participando también fimbrias y algunas

adhesinas, las cuales permiten el establecimiento de microcolonias.
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Por otro lado la interface solido — liquido que se encuentra entre la superficie
y un medio acuoso (agua o0 sangre) provee un ambiente ideal para la

adhesién y crecimiento de microcolonias.

La adhesion depende también de la naturaleza de la superficie, pues se ha
observado que si ésta es aspera la adhesién aumenta o se facilita. De este
modo las propiedades fisicoquimicas de la superficie influyen en la velocidad
de formacion del biofilm y en la extensién de éste. Puesto que los
microorganismos se unen mas rapido a superficies hidrofébicas no polares,
como el teflon y otros plasticos que a superficies hidrofilicas como el vidrio o
metales.> Se ha observado también que por las interacciones entre las
superficies hidrofébicas y los microorganismos éstos pueden adherirse de
manera irreversible. (Fig. 37)

GROWTH & EXOPOLYMER ATTACHMENT
DIVISION PRODUCTION OF OTHEE

OF & BIOFILH ORGANISHS TO
BACTERIA FORHATION BIOFILH

{hrs.-days) {hrs.-days) {days-months}
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ADSORPTION ATTACHMENT

OF BACTERIA OF BACTERIA
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L

Fig. 37 La formacién del Biofilm se produce por la adherencia especifica de especies
bacterianas, después estas bacterias segregan exopolisacaridos para formar un compacto
glucocalix que le brinda nutricion y un medio de proteccion a la microcolonia bacteriana.”®

Asimismo la adhesién se ve influenciada por el acondicionamiento de la

superficie debido a que ésta se cubre de polimeros provenientes del medio
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gue modifican quimicamente a la superficie. Como ejemplo se toma el
esmalte de los dientes en la cavidad oral, éste es cubierto por albumina,

lizosimas, glicoproteinas, fosfoproteinas, lipidos y fluidos gingivales.>* >°

La superficie de los labios, carrillos, paladar, lengua, encia y dientes, proveen
todas las caracteristicas para la colonizacion bacteriana. Todas estas
estructuras estan cubiertas por una pelicula confluente altamente hidréfila de
mucinas salivales. Estas mucinas tienen la forma de un gel hidratado
complejo que puede ser de importancia en la lubricacion de la mucosa, en la
proteccion contra cambios subitos de la presion osmobtica; pero también

influye en la adherencia microbiana.

La diferencia més importante entre las superficies bucales, es dada entre la
mucosa, con su epitelio descamante y la superficie dentaria sélida. En las
superficies que presentan descamacion las bacterias deben colonizar
continuamente la superficie que se desprende de la mucosa bucal, lo anterior
es una parte importante en la defensa del huésped contra la invasion

microbiana.

El pH, los niveles de nutrientes, la fuerza idnica y la temperatura influyen en
la adhesion de las bacterias a la superficie; asi como la hidrofobicidad que
posea la célula bacteriana, debido a la presencia de fimbrias, pilis y flagelos,
la produccion de exopolisacéaridos y otras proteinas de superficie, tales como
finas fibrillas poliméricas extracelulares y los LPS, influyen también en la
adhesion.

Uno de los componentes principales para la formacion de biopeliculas son
los polisacaridos extracelulares que se han clasificado en polisacaridos

capsulares o exopolisacaridos, que determinan la arquitectura del biofilm.*®
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Las fimbrias, proteinas y los EPS ayudan a la adhesion a superficies
hidrofobicas por ser no polares, por su parte los LPS son utiles en la
adherencia a superficies hidrofilicas. El flagelo tiene un papel importante en
la adhesiébn ya que supera fuerzas repulsivas mas que actuar como

absorbente o adhesivo.>* (Fig. 38)

Fimbrias

Flagelos

Fig. 38 En esta micrografia electrénica de la bacteria Proteus vulgaris se observan los largos

flagelos y las numerosas fim brias.”

La adherencia es un fenémeno especifico, como consecuencia de la
combinacién de sustancias presentes en la superficie de la bacteria o

adhesinas con receptores en la superficie de las células.

ADHESINAS

Son compuestos de la superficie de la bacteria que actian de mediadores

del fenémeno de adherencia.

Algunos estudios realizados han permitido demostrar que las adhesinas se
encuentran asociadas con estructuras superficiales como: fimbrias, pilis,

glucocalix y con diversos componentes de la membrana externa (proteinas,
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lipopolisacaridos). Pueden ser de naturaleza proteica, hidrocarbonada y
lipidica.** (Fig. 39)

Fig. 39 las adhesinas son parte constitutiva de una fimbria y las moléculas encargadas de

asegurar la adhesion de esa estructura a su receptor en la célula hospedera.57

La adherencia requiere el contacto de la bacteria con la célula, pero como
ambas superficies son electronegativas, se crea una fuerza de repulsién, que
solo es neutralizada en parte por débiles fuerzas de atraccién (fuerzas de
Van der Waals, enlaces ibnicos, enlaces de hidrégeno, interacciones
hidrofébicas), lo que genera la formacioén de una barrera electrostatica que
dificulta la aproximacion. La presencia en la superficie de la bacteria de
moléculas hidrofébicas y en especial de adhesinas, que por su pequefio
tamafio no estan sujetas a estas fuerzas de repulsion, permiten neutralizar

esta barrera y facilitar el contacto.?® **

Las adhesinas bacterianas se combinan especificamente con compuestos

existentes en la superficie de células animales, llamados receptores. (Fig. 40)
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host cell membrane

receptor

adhesin

bacterial cell

Fig. 40 La adhesion implica interacciones quimicas especificas entre la célula huésped o de
la superficie del tejido y la superficie bacteriana. Esto se lleva a cabo a través de adhesinas y

receptores especificos.”®

En bacterias gramnegativas, la adherencia es debida generalmente a la
presencia de adhesinas en las fimbrias o0 en estructuras de la membrana
externa. Mientras que en las bacterias grampositivas la adherencia se
encuentra asociada a otros mecanismos, especialmente con la presencia de
acido lipoteicoico, glucocdlix u otras estructuras en la superficie de la
bacteria.

El glucocdlix proporciona también adherencia, de este modo las bacterias
pueden fijarse tenazmente y a menudo con gran especificidad a distintas
superficies. La adherencia dada por el glucocalix da lugar a la formacién de
hébitats especializados de bacterias en muchos ecosistemas naturales; por
tanto la formacion del glucocdlix es un determinante critico para la iniciacién

y progresion de varias enfermedades, como la caries dental.?®

3.3 FORMACION DE MICROCOLONIAS

Las bacterias se desarrollan en grupos formados por multitudes que se

adhieren a las superficies. Las bacterias al detectar ciertos pardmetros
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ambientales favorables y valiéndose de sus apéndices como: flagelos y pilis,
se mueven a lo largo de la superficie hasta encontrar otras bacterias

formando microcolonias, sobre las cuales se desarrolla el crecimiento.

Los biofilms no son capas de células depositadas acumulativamente, son
heterogéneos y contienen microcolonias de células bacterianas
encapsuladas en una matriz de EPS separadas de otras microcolonias por
los canales intersticiales por donde se difunden nutrientes, oxigeno y otros

agentes externos. (Fig. 41)

Fig. 41 En la imagen de barrido de microscopia electrénica se muestra la formacion del
biofilm de Staphylococcus aureus.*®

3.4 CRECIMIENTO DEL BIOFILM

Durante la etapa de crecimiento, las bacterias comienzan a dividirse y las
células hijas se extienden alrededor del sitio de unién, formando una
microcolonia. A medida que las células se dividen y colonizan la superficie,
las bacterias comienzan a elaborar exopolisacaridos que constituyen la
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matriz del biofilm, éste comienza a desplegarse en una formacion

tridimensional, generando estructuras similares a setas.*®

La arquitectura del biofiim es heterogénea en espacio y tiempo, ya que
constantemente hay cambios internos y externos. La motilidad de las
bacterias genera la migracion de células de una microcolonia a otra, y por
tanto la estructura de la microcolonia cambia para hacerse mas compacta.
(Fig. 42)

Fig. 42 El crecimiento de Biofilms. Los Biofilms o crecimiento microbiano en superficies como
en ambientes de agua dulce o marinos, pueden desarrollarse y llegar a ser extremadamente

complejos, dependiendo de las fuentes de energia que estan disponibles.7
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3.5 MADURACION DEL BIOFILM

Los gradientes de nutrientes, productos de desecho, factores de
sefializacion, hacen que el biofilm sea heterogéneo. Los biofilm maduros
demuestran una estructura tridimensional compleja con numerosos
microambientes que difieren en osmolaridad, el acceso a los nutrientes y en
la densidad celular. La heterogeneidad produce una variedad de fenotipos
dentro de los biofilms,?® ademas en el interior del biofilm las células exhiben
un patrén de expresion genética diferente. Después de la adhesion las
microcolonias maduran y se genera una matriz extracelular que presenta una

sefializacion dentro del biofilm.®* (Fig. 43)

Fig. 43 Maduracién del Biofilm.®
3.6 DISGREGACION DEL BIOFILM MADURO

Este proceso se da por los niveles de nutrientes, concentraciéon celular,

efectos del flujo continuo del medio, cambios en los niveles de oxigeno o pH,
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también por la accion de enzimas que disgregan los componentes de la
matriz como las polisacarido liasas o las DNAsas, asi como la motilidad
involucrada en la dispersion del biofilm, generando la disolucion de las

microcolonias.®® %

La disgregacion para las bacterias formadoras de biofilm es importante

debido a que de esta manera se diseminan las infecciones.®

En el caso de Aggregatibacter actinomycetemcomitans se ha observado que
el polisacarido O de los lipopolisacéaridos se requiere para la disgregacion de
las células, provocando el desprendimiento de células bacterianas para
formar nuevas microcolonias, permitiendo la dispersion del biofilm y la
poblacién de nuevas superficies. La disgregacion en este tipo de bacteria se
da también por la proteina DsPB.

En el caso de Streptococcus mutans la dispersion de las células se da por la
presencia de una proteina de superficie llamada proteina de desintegracion
celular.®® (Fig. 44)

Fig. 44 Fases de formacién de biopeliculas y estrategias de dispersion. La formacion de

biopeliculas se realiza mediante una serie de eventos secuenciales.®’
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3.7 FORMACION DE BIOPELICULA DENTAL

La biopelicula dental es una comunidad microbiana asociada a una superficie
dentaria o con cualquier otro material duro no descamativo. Generalmente en
las zonas mas profundas de las biopeliculas se concentra una capa densa de
microorganismos que conforman una matriz de polisacaridos con otros

materiales organicos e inorganicos.*

El proceso de formacion de la biopelicula dental se divide en tres fases
principales:

e Formacién de la pelicula sobre la superficie dental
e Adhesion inicial y fijacion de las bacterias

e Colonizacién y maduracion de la placa

Flujo
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Sustrato Adsorcidn Microorganismos  Multinlicacian Adsorcidn secuencial
limpio molecular aislados de microorganismos
(Fase 1) (Fase 2) (Fase 3) (Fase 4)

Fig. 45 Etapas de la formacion de una biopelicula sobre una superficie limpia, dura y no

descamativa después de la inmersién en un medio liquido.*
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FORMACION DE LA BIOPELICULA

Todas las superficies de la cavidad oral tanto tejidos duros como blandos,
estan cubiertas con una pelicula (fase inicial del desarrollo de la placa).
Segundos después de realizar el cepillado dental, macromoléculas
hidr6fobas comienzan a adsorberse a la superficie para formar una pelicula
condicionante, esta capa delgada derivada de la saliva, es denominada
pelicula adquirida y cubre la superficie dental. Esta pelicula consta de varios
componentes, incluidos glucoproteinas (mucinas), proteinas ricas en prolina,
fosofoproteinas, proteinas ricas en histidina, enzimas como la amilasa y otras
moléculas que funcionan como sitios de adhesién para las bacterias
(receptores), ademas altera la carga y la energia libre de la superficie,

aumentando la eficiencia de la adhesion bacteriana.®®

Estudios actuales han comprobado que las bacterias pueden ser parte del
depdsito inicial incluso pocos segundos después de la profilaxis. Enuncian
también que la pelicula inicial de esmalte (2 horas) debido a su composicion
de aminoacidos difiere de la saliva, lo que indica que la pelicula se forma por
medio de absorcién selectiva de macromoléculas del ambiente. En la
formacion de pelicula de esmalte interfieren las fuerzas electrostéticas,

fuerzas de van der Waals y fuerzas hidrofébicas.
ADHESION INICIAL Y FIJACION DE BACTERIAS

Fase 1: Transporte a la superficie. La bacteria se transporta a la superfice
dental. Puede darse contactos aleatorios por medio del movimiento
browniano, la sedimentacién de microorganismos, el flujo de liquido o a

través del movimiento bacteriano activo.
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Fase 2: Adhesion inicial. Esta etapa lleva a una adherencia reversible de la
bacteria, se inicia por la interaccion entre la bacteria y la superficie desde
cierta distancia (50nm).

Fase 3: Fijacion. Después de la adhesién inicial, se establece un anclaje
firme entre la bacteria y la superficie por medio de interacciones especificas
(covalentes, idnicas o de union de hidrogeno). Esto sigue un contacto directo
0 una unién de apéndices filamentosos extracelulares. Cada cepa de
Streptococcus y Actinomyces une moléculas salivales especificas. Los
Streptococcus, los principales colonizadores se unen a proteinas acidicas
ricas en prolina y otros receptores en la pelicula como la amilasa a y el 4cido
sialico. Las especies de Actinomyces pueden ser colonizadores primarios, A.
viscosus posee franjas que contienen adhesinas que se unen
especificamente a proteinas. Es evidente que algunas moléculas de la
pelicula someten a un cambio en su conformacién en cuanto se absorben
hacia la superficie dental para que los nuevos receptores estén

disponibles.>® 8

COLONIZACION Y MADURACION DE LA PLACA

La colonizacién primaria esta dominada por cocos grampositivos anaerobios
facultativos. Estos se adsorben sobre las superficies cubiertas por la pelicula
poco tiempo después de la limpieza mecanica. La placa recolectada a las 24
horas esta compuesta principalmente compuesta por Streptococcos, el mas
detectado es S. sanguis, también se hallan especies de Actinomyces.
Después los cocos y bacilos facultativos grampositivos se congregan y
multiplican, sus receptores de superficie permiten la adherencia posterior de
microorganismos gramnegativos, que poseen poca capacidad de adherirse

directamente a la pelicula. La heterogeneidad aumenta a medida que la
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placa envejece y madura. Como resultado de los cambios ecolégicos se

produce la colonizacibn secundaria de mas bacterias anaerobias

gramnegativas estrictas que aumentan la patogenicidad de la biopelicula.*’
(Fig. 46)

Fig. 46 Colonizacion primaria (1), cocos y bacilos se congregan (2), coagregacion de
microorganismos gramnegativos (3), la heterogeneidad aumenta a medida que la biopelicula

madura (4).*°
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Al menos 18 géneros bacterianos de la cavidad bucal han demostrado
alguna forma de coagregacion. En esencia todas las bacterias bucales
poseen moléculas superficiales que fomentan algun tipo de interaccién de
célula a célula. Este proceso se da por medio de una interaccion
estereoquimica muy especifica de moléculas de proteinas y carbohidratos
localizadas en la superficie de las bacterias, ademas de interacciones menos
especificas que son resultado de fuerzas hidrofdbicas, electrostaticas y de
van der Waals.

Las fusobacterias se coagregan con todas las demas bacterias bucales
humanas, mientras que veillonellas, capnocitofagos y prevotellas se unen a
streptococcus y actinomicetos. Cada célula recién agrandada por la
agregacion se vuelve una superficie naciente y, por tanto puede actuar como

pilar de coagregacion para el siguiente tipo celular.>® 2

Fig. 47 Agregacion y coagregacion en el biofilm.*
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La mayor parte de las coagregaciones entre cepas de diferentes géneros
estdn mediadas por adhesinas tipo lectina y pueden inhibirse con lactosa y
otras galactosidas. Los colonizadores secundarios (P. intermedia, P.
loescheii, Capnocitophaga spp, F. nucleatum, Phorphyromonas gingivalis) no
colonizan al principio superficies dentales limpias sino que se adhieren a
bacterias que ya se encuentran en la masa de la placa dental. En las etapas
posteriores de formacion de la placa, la coagregacion probablemente
predomine entre diferentes especies gramnegativas. Ejemplos de este tipo
de interacciones son la coagregacion de F. nucleatum con P. gingivalis o
Treponema denticola.>® (Fig. 48)

Superficie dentaria

Fig. 48 La comunidad microbiana en la biopelicula dental.*
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DINAMICA DE CRECIMIENTO DE LA PLACA DENTAL

Se presentan cambios importantes en el indice de crecimiento de la placa
durante las primeras 24 horas. En las primeras 2 a 8 horas, los
Streptococcus adherentes saturan los sitios de unién salival de la pelicula y
por tanto, cubren de 3 a 30% de la superficie del esmalte. En lugar del
crecimiento estable esperado durante las siguientes 20 horas se observa un
periodo corto de crecimiento rapido. Después del primer dia la organizacion
se da dentro de la biopelicula. Los microorganismos, comprimidos forman un

empalizado, mientras que otros empiezan a desarrollar un pleomorfismo.

El crecimiento posterior de la masa de la placa se da por la multiplicacion de
microorganismos ya adheridos mas que por nuevos colonizadores. El grosor
de la placa aumenta lentamente con el tiempo, de 20 a 30 um después de 3
dias.”® 8 (Fig. 49)
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Fig. 49 Morfogénesis de la biopelicula de la placa dental. A tres horas. Pelicula adquirida. B
veinticuatro horas. Aumento de células cocoides inclusion de organismos filamentosos. C
cuarenta y ocho horas. Aumento de organismos filamentosos. D noventa y seis horas.

Prevalencia de organismos filamentosos.®
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4. MECANISMOS DE COMUNICACION BACTERIANA

Las bacterias han sido consideradas usualmente como microorganismos
carentes de una dimension social. Se creia que sus actividades,
completamente individuales salvo en algunas excepciones, se reducia a
crecer, captar alimento, adaptarse a las condiciones del medio vy
reproducirse. Sin embargo actuales descubrimientos han cambiado

radicalmente este concepto del mundo microbiano.

En la actualidad se sabe que las bacterias han desarrollado sofisticados
sistemas de sefiales, lenguajes bacterianos, que les han permitido
comunicarse entre si. En la mayor parte de los casos el objetivo de las
seflales emitidas es detectar cuantas entidades del mismo grupo se
encuentran cercanas, para iniciar asi con acciones concertadas. Por medio
de este lenguaje las bacterias son capaces también de transmitir a sus
congéneres informacion sobre las condiciones fisicas y quimicas del

ambiente y sobre la disponibilidad de elementos nutritivos.

De este modo las poblaciones bacterianas funcionan como un grupo
disciplinado, actuando por sorpresa solo cuando se ha alcanzado un nimero
minimo o quérum para que éste sea efectivo. Por lo cual el mecanismo de
comunicacion intercelular se ha denominado deteccién del quérum (quérum

sensing).”

Este fenbmeno fue descrito ya en los afios 70, en bacterias marinas, que
solo emiten luz cuando la poblacién ha alcanzado una densidad celular
suficiente como para que pueda ser detectada macroscOpicamente, para ello

emiten una sefial cuya concentracién crece de forma proporcional a la
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poblacién. (Fig. 50) La bacteria patégena Pseudomona aeruginosa utiliza
este mismo mecanismo de comunicacién para lanzar un atague masivo y

coordinado que pueda superar las defensas del huésped.

Fig. 50 Cultivo de bacterias marinas luminiscentes.”

Las bacterias utilizan sefiales quimicas extracelulares para coordinarse en
acciones como la produccion de antibioticos, la transferencia de plasmidos,
la sintesis de polisacaridos y exoenzimas relacionados con la virulencia de
patégenos, la formacion y maduracion de biopeliculas, la formacién de

estructuras especializadas y esporulacion.

Existen diversos lenguajes que son utilizados por diferentes grupos
bacterianos y utilizan sefiales quimicas diferentes. En algunos casos dos
lenguajes diferentes coexisten en la misma especie, uno de ellos especifico y
otro genérico, permitiendo asi a las bacterias saber cuantos miembros de su

misma especie se encuentran en las inmediaciones.”? (Fig. 51)
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Fig. 51 Comunicacién entre bacterias.”

Debido a la inmensa importancia de las sefiales del quérum en numerosos
procesos patdgenos, otras bacterias y algunos eucariotas han desarrollado
sistemas para inactivar estas sefiales, en un proceso denominado
intercepcion de quérum, quérum quenching, consiguiendo de esta forma

evitar que se reciban las sefales.
ANTECEDENTES

El proceso de quérum sensing fue observado por primera vez cuando,
Kenneth H. Nealson y John Woodland Hastings (1970), notaron que la
intensidad de la luz emitida por cultivos de bacterias luminosas no era
constante. Se dieron cuenta de que el cultivo no emitia luz hasta que la
poblacién alcanzaba una elevada densidad y que ésta disminuia en cultivos
envejecidos. Entonces averiguaron que la luz provenia de una serie de
reacciones quimicas catalizadas por una enzima llamada luciferasa, y
postularon que dicha enzima debia estar controlada por algin mecanismo
molecular cuya sefial era producida por las mismas bacterias. Llamaron
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autoinduccién a este fenobmeno y a la molécula que servia de sefial,
74,75

autoinductor.
La bacteria marina Vibrio fischeri, aunque puede vivir libremente, se ha
adaptado para habitar dentro de un dérgano especializado del calamar
Euprymna scolopes en una relacién simbidtica.”® En esta relacién el
hospedero provee nutrientes y la bacteria genera luz que sirve al calamar
para atraer presas, alejar depredadores, entre otras actividades. Gracias a la
disponibilidad de nutrientes proporcionados, las bacterias se multiplican
hasta alcanzar una alta densidad, y en ese momento la poblacion bacteriana
comienza a producir luz. EI mecanismo de sefalizacion que controla la
produccién de luz de V. fischeri les sirve a estas bacterias para distinguir si
se encuentran en vida libre o dentro del 6rgano de luz. (Fig. 52)

Fig. 52 Euprymna scolopes. Animal nocturno, usa su 6rgano luminoso durante la busqueda
de alimento, como sistema de camuflaje, proyectando la luz hacia abajo. El 6rgano luminoso
esta colonizado por un gran nimero de bacterias V. fischeri, de modo que la molécula
autoinductora se acumula por encima de una cierta concentraciéon y desencadena la

produccion de luz.”’
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4.1 SENALES EN EL BIOFILM: QUORUM SENSING

Las bacterias han desarrollado sofisticados mecanismos que les permiten
detectar y responder a las condiciones ambientales. El estudio de deteccion
de estos cambios es denominado genéricamente mecanismo de
transduccion de sefiales (signal transduction), este sistema de comunicacion
permite a las bacterias transmitir informacion dentro de cada célula individual
a través de cascadas de fosforilacién desde una proteina sensora hasta las
proteinas reguladoras.

Estos sistemas sensores permiten a la célula producir una respuesta
adaptativa a cambios en el ambiente externo mediante la alteracién de los

patrones de expresion génica.

Actualmente se sabe que las bacterias también producen y responden a
sefales extracelulares producidas por otras bacterias. Estos mecanismos de
comunicacion intercelular permiten a las bacterias desarrollar
comportamientos cooperativos. Dentro de los procesos que se pueden
clasificar como cooperativos o de division del trabajo se ejemplifican en la
siguiente tabla:
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Tabla 2 Algunos ejemplos de especializacion celular y comportamiento cooperativo en

bacterias.”®

Actividad cooperativa en organismos Homologia en el mundo microbiano
superiores
Creacion de refugios Biopeliculas
Caza o ataque cooperativo Mixobacterias

Algunos patogénos (Pseudomonas,
Staphylococcus)

Suministro de alimento Rhizobium

Heterocistes en Cianobacterias

Defensa Células periféricas en Mixobacterias

E. Coli productoras de colicina

Comunicacién quimica cooperativa Bioluminiscencia en Vibrio fischeri

Especializacion para la dispersion Crecimiento en ondas de mar “swarming”

Cuerpos fructiferos de Mixobacterias

Autolisis E. coli

Mixobacterias

El descubrimiento de la existencia de mecanismos generalizados de
comunicacion intracelular que permite a las bacterias actuar de forma

coordinada es denominado Quorum sensing, este término fue utilizado por
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Fuqua, Winans y Greenberg en 1994 y ha sido difundido ampliamente para

designar a un proceso denominado previamente autoinduccion.

La deteccion de quorum implica la produccion y liberacion al medio de
pequefias moléculas sefial, denominadas: autoinductores o feromonas, por
parte de la célula bacteriana. La concentracion de estas moléculas sefial le
sirve a la bacteria como mecanismo de deteccién de la densidad celular en el
medio. A medida que la poblacion crece, el nivel extracelular de esta
molécula sefial se incrementa, hasta que alcanza una concentracién umbral
qgue equivale a un censo minimo o quérum, desencadenando la expresion de
los fenotipos adecuados. Estos pueden consistir en la activacion o incluso en
la represion de la expresion de genes, o incluso en la represion de ésta,
mediante la accién de sistemas sensores reguladores.®’ (Fig. 53)

Fig. 53 Diagrama del quorum sensing. A la izquierda, la poblacién de células y la
concentracion de la molécula autoinductora (puntos azules) son bajos, por lo que la
sustancia (puntos rojos) no se produce. Esto si sucede cuando la poblacion ha aumentado y

la concentracién del autoinductor es alta (derecha de la imagen).79

La deteccion de los niveles de su poblacion, es esencial para el desarrollo de

mecanismos cooperativos que permitan desarrollar las acciones adecuadas.
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Actualmente se conoce que los sistemas de deteccién de quérum intervienen

ademas en el control de funciones fisiolégicas, tales como:

e Crecimiento en ondas de mar, o anillos, “swarming”.

e Bloqueo de la divisién celular

e Formacién de endosporas

e Maduracion de biopeliculas

e Sintesis de exopolisacaridos capsulares

e Produccién de exoenzimas y citotoxinas determinantes de virulencia

en patébgenos humanos y de plantas, entre otros.

Aungue en el caso de V. fischeri la activacion de los genes dependientes de
guérum implica la activacién del generador de sefial, que permite la rapida
acumulacién de ésta en un proceso que se llamé autoinduccién, este término
ha sido utilizado para cualquier proceso dependiente de densidad celular,
independientemente de que exista 0 no retroalimentacién positiva de la
sefial. De igual forma la utilizacién del término deteccidén del quérum se ha
difundido de forma errbnea a cualquier tipo de sefial intercelular no
necesariamente dependiente de densidad. Aunque los procesos de
comunicacion intercelular mas conocidos se basan en la deteccion de la
densidad poblacional y por ello se ha utilizado el nombre de deteccion de
quorum, este término no describe de forma correcta todos los fendmenos de
intercambio de informacion bacteriana, que aunque puedan depender del
namero de bacterias presentes, controlan procesos que no se relacionan con
la densidad de la poblacion. Por lo anterior se hace una distincién entre
guormonas para aquellas sefales que se relacionan directamente con la

densidad poblacional y feromonas para las que se relacionan con otros
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procesos como el desarrollo y la deteccion de receptores para la

conjugacion.®
Los genes activados por los sistemas de quérum sensing son de tres tipos:

e Procesos de accién en masa, en los que la accion de una sola
bacteria no seria suficiente (procesos de virulencia).
e Preparacion para la competicion por nutrientes

e Procesos de desarrollo, como la produccién de biopeliculas

Las distintas bacterias utilizan mas de una sefial, incluso, mas de un tipo de
sefial y han desarrollado complejos circuitos jerarquicos de regulacion para
integrar y procesar la informacion, de forma que las sefales puedan ser
utilizadas para diferenciar entre especies dentro de una microcolonia.
Generalmente la expresion completa del regulador dependiente de quérum
sensing se produce so6lo cuando otros co-factores como la temperatura,
presencia de factores dependientes del hospedador y los nutrientes del
medio estan presentes, integrando la informacion poblacional con otros

sistemas de transduccion de sefiales.

Las sefales de comunicacion intercelular (CCSM), que potencialmente
pueden funcionar como moléculas detectoras de quoérum, son moléculas
pequefas, que pueden encontrarse en el medio de cultivo agotado después
del crecimiento. Estas moléculas se definen por ciertos criterios:

e Su produccién debe realizarse durante fases de crecimiento
especifico, en ciertas condiciones fisicas 0 en respuesta a cambios en

el ambiente.
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e Se deben acumular extracelularmente y ser reconocidas por un
receptor especifico.

e Su acumulacion debe generar una respuesta concertada, una vez
alcanzada la concentracion umbral.

e La respuesta celular debe ser distinta de los cambios fisiol6gicos
necesarios para metabolizar o detoxificar las sefiales de comunicacion

intercelular.
Existen tres tipos de sefiales de quérum:

1) Las bacterias gramnegativas producen generalmente N-acil-L-
homoserin lactonas (AHLS) que poseen una gran diversidad de
conformaciones, difiriendo en la cadena lateral. Son moléculas de bajo
peso molecular, por su naturaleza lipidica pueden difundirse

libremente a través de la membrana celular.®™ # (Fig. 54)
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En bacterias grampositivas la coordinacion intercelular se realiza
mediante la accion de pequefias moléculas sefial de naturaleza
peptidica, denominados autoinductores peptidicos (AIPs). Las sefales
se exportan activamente al medio y en algunos casos se modifican y
truncan para interaccionar con los dominios externos de proteinas
sensores de membrana.

Una vez que los precursores de los péptidos son sintetizados, estos
son procesados y modificados para obtener el péptido maduro, el cual
es exportado mediante un transportador de la familia ABC (ATP-
Binding-Cassette).®*

La transduccion de la sefial se produce mediante una cascada de
fosforilacién que culmina en la activacion de una proteina que modula
la transcripcion de los genes diana, controlando procesos como la
secrecion de factores de virulencia, esporulacion y competencia. (Fig.
55)
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Fig. 55 Las bacterias grampositivas utilizan péptidos cortos, que en algunos casos
presentan modificaciones. Esta estructura muestra uno de los autoinductores de
Staphylococcus aureus.

Un tercer tipo de autoinductor es denominado Al-2, cuya estructura es
un diéster furanosil borato y combina ambos tipos de comunicacion.
Mientras que las AHLs y los autoinductores peptidicos son muy

especificos, el autoinductor Al-2 se encuentra tanto en bacterias
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grampositivas como gramnegativas, lo que indica que puede actuar

como lenguaje quimico interespecifico.®> ®® (Fig. 56)

HO™™

Fig. 56 El diéster furanosil burato o Al-2 es utilizado tanto por bacterias

grampositivas como por gram negativas.87

Ademas del sistema universal Al-2, existen otros sistemas de quérum
sensing, como las [I-butirolactonas que controlan la esporulacion y
produccién de antibiéticos en Streptomyces su estructura es similar entre las
moléculas implicadas en quérum sensing en bacterias grampositivas y las
AHLs de gramnegativas, ya que ambas estan formadas por un anillo lactona
polar y una cadena corta lateral derivado de un acido graso, sin embargo el

mecanismo por el que actian es diferente.®

Aparte de de estos tres tipos de inductores principales o sefiales de quérum
se han descrito otros modelos de comunicacion intercelular relacionados con

la deteccion de la densidad poblacional.

En la siguiente tabla se mencionan algunas otras moléculas implicadas en la

comunicacion intercelular.
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Tabla 3 Moléculas implicadas en la comunicacion intercelular.”

Nombre y estructura

Organismo representativo

Funcién regulada

N-acilhomoserina lactona
(AHL)

Vibrio fischeri

Agrobacterium tumefaciens

Erwinia carotovora

Pseudomona aeuroginosa

Burkholderia cepacia

Bioluminiscencia

Transferencia de plasmidos

Virulencia y produccion de
antibidticos

Virulencia y formacion de
biofilms

Virulencia

Furanosilborato (Al-2)

Vibrio harveyi

Virulencia

Tiolactona ciclica (AIP-I1)

Staphyloccoccus aureus

Virulencia

Ester metilico del acido
hidroxipalmitico (PAME)

Ralstonia solanacearum

Virulencia

Acido metildodecenoico
(DSF)

Xanthomonas campestris

Virulencia

Acido farnesoico

Candida albicans

Transicion dimoérfica y

virulencia

En muchos casos no funciona uno sélo de estos sistemas, sino que varios
sistemas de deteccion funcionan simultineamente controlando genes
distintos o funcionando de forma sincronizada. Asimismo muchas especies
patdgenas y simbidticas transmiten sefiales quimicas que inducen un cambio

en el comportamiento de las células del hospedador.’ &
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5. PROPIEDADES DEL BIOFILM

5.1 HETEROGENEIDAD FISIOLOGICA

Los biofilms se componen de 97% de agua, el resto son células microbianas
y productos derivados de éstas. Los biofilms son estructuras heterogéneas
con tres patrones quimicos, que corresponden a diferencias en gradientes de
concentraciones desde el exterior al interior de la biopelicula.

El patron de sustrato metabdlico determina mayor concentracion en el
exterior y menor en el interior, el patron de producto metabdlico es inverso al
anterior y el patron de intermediarios metabdlicos muestra mayor
concentracion entre la parte colindante de la biopelicula en la fase acuosa.
Dichos patrones generan que dentro de estas estructuras se presenten
diferencias de gradientes de pH y oxigeno, lo que permite que se
establezcan poblaciones microbianas aerobias, anaerobias o facultativas
dentro de los diferentes estratos de la biopelicula. La medicion de oxigeno y
de otros gases demostré que ciertas colonias son completamente anaerobias
aun cuando estén compuestas por una sola especie y crezcan en

aerobiosis.>® %’

En consecuencia, las principales caracteristicas de las biopeliculas son:
adherencia, heterogeneidad, diferentes microambientes (pH, oxigeno,
concentracion de iones, carbono, nitr6geno), sistema de canales de agua,
resistencia a la defensa del hospedero, agentes microbianos y comunicacion

entre bacterias (Qquérum sensing).
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Dentro de un biofilm puede observarse un rango muy amplio de micronichos,
separados unos de otros por minimas instancias (10um). Pueden
encontrarse ambientes diferentes en cuanto al contenido de nutrientes,
tensién de oxigeno, tension de dioxido de carbono, pH, por ello células de la
misma especie pueden presentar estados fisiolégicos diferentes.

Las células bacterianas de la biopelicula pueden producir enzimas como las
betalactamasas contra los antibiéticos, catalasas o superéxido dismutasas
contra los iones oxidantes liberados por los fagocitos. Estas enzimas se
liberan en la matriz y producen una linea de defensa. Las células bacterianas
también pueden producir elastasas y celulasas que se concentran en la

matriz local y producen dafio tisular.>

5.2 FENOTIPOS

Cuando las bacterias crecen en biofilm, manifiestan un fenotipo diferente
respecto del que manifiestan cuando crecen en forma plancténica. Los
fenotipos de las bacterias que crecen en biofilms son mas resistentes frente
a diversos antimicrobianos, incluso mantienen cierta resistencia cuando se

desprenden del biofilm.

5.3 CAPACIDAD ADAPTATIVA

Los biofilms deben mantener un equilibrio entre su crecimiento en
condiciones favorables, en cuanto a aportes de nutrientes y el mantenimiento

de su estructura.
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En condiciones desfavorables, el biofilm puede evolucionar hacia estadios
anteriores, pero generalmente se mantiene como parte del mismo y unido a
la superficie, pudiendo volver a desarrollarse cuando las condiciones
mejoren. La caracteristica de las bacterias de tener mayor plasticidad para
modificar su material genético tanto para cambios reales o su expresion ante

circunstancias adversas le permite adaptarse al medio ambiente hostil.
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6. VENTAJAS DEL BIOFILM

Las bacterias se tornan mas resistentes cuando crecen en una biopelicula,
en comparacion a las bacterias que se desarrollan en forma plancténica. De
este modo las bacterias que viven en biofilm presentan una serie de

ventajas:

e Proteccion frente a agresiones externas y mayor resistencia frente a
distintos microbianos®®

e Aporte de nutrientes y eliminacién de desechos

e Ambiente adecuado para el desarrollo bacteriano

« Capacidad de intercomunicacién entre ellas.®

6.1 RESISTENCIA FRENTE A ANTIMICROBIANOS

La importancia de las biopeliculas en la medicina radica en que las
infecciones normalmente no son eliminadas y producen episodios
recurrentes, una de las principales razones de este hecho es que las
bacterias en una biopelicula son mas resistentes a los antibiéticos. Este

fenémeno se explica mediante diferentes mecanismos,®’ como:

a) Restriccion de la penetracion del antibidtico. Los antibidticos se
pueden difundir a través de la matriz de la biopelicula, para inactivar
las células atrapadas; sin embargo, la matriz de exopolisacaridos se
comporta como una barrera fisica para estas moléculas modificando

su transporte al interior, retarda la difusién del antimicrobiano, de tal
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modo la concentracion de éste disminuye, lo que ocasiona resistencia
hacia estos antimicrobianos, asi como a moléculas de elevado peso
molecular con propiedades citotoxicas como lizosimas. Por otra parte
la carga negativa de los exopolisacaridos es efectiva en la proteccion
celular contra antimicrobianos cargados positivamente como los
aminoglucésidos, por restriccion de la permeabilidad durante toda la

union.

Neutralizacion de antibiéticos por productos microbianos. La difusion
retardada disminuye la entrada del antibiético a la biopelicula, lo que
permite la destruccion del antibiético por enzimas como la B-lactamasa

descrito en Pseudomonas aeruginosa.”

Tasa metabdlica de crecimiento diferenciado y cambio de fenotipo.
Las células dentro de las biopeliculas se encuentran bajo un gradiente
de nutrientes que genera células metabdlicamente activas con acceso
a estos nutrientes en la periferia de la biopelicula. En cambio las
bacterias que se encuentran en el interior de la biopelicula son células
metabdlicamente inactivas. Varios antibiéticos son activos sobre las
células en crecimiento, de modo que las bacterias en el interior son
protegidas de la accidn citotoxica de estas sustancias. La penicilina y
ampicilina no actdan sobre células que no estén en crecimiento y su
accion es proporcional a su actividad;, por otra parte las
cefalosporinas, aminoglucésidos y fluoroquinolonas actian sobre
células en fase estacionaria, pero son mas eficaces en células en

divisiéon. La activacién de respuestas de estrés provoca cambios en la
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fisiologia de las bacterias y la aparicion de fenotipos especificos en las
biopeliculas que combaten los efectos en los antibiéticos.®

Otro mecanismo por el cual la disminucion del crecimiento contribuye
a la resistencia del biofilm es el gradiente quimico que se establece
dentro. El oxigeno es conocido por modular la accion de los
aminoglucésidos y los gradientes de pH pueden impactar

negativamente la eficiencia de los antibiéticos.*

Generacion de células persistentes. Existen poblaciones bacterianas
persistentes, es decir poblaciones que después de una exposicion
prolongada a antibiéticos aun permanecen viables, pueden conferir o
no resistencia a su descendencia una vez eliminada la presién
selectiva. Se han estudiado varios genes que participan en la
generacion de estas células, entre ellos se han identificado tres locus
hip (high — level — persistence): A, B y AB que controlan la frecuencia
de este fenotipo. Todos los microorganismos hip producen células

mas persistentes.®” 8
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7. IMPORTANCIA DEL BIOFILM EN LA SALUD

Los biofilms son reservorios de microorganismos patdégenos, que pueden
estar presentes en el medio ambiente y en el cuerpo humano.®® Presentan un
gran impacto en la medicina, debido a que se asocian a una gran variedad
de enfermedades. Aunado a esto los biofilms son tolerantes a agentes
antimicrobianos en concentraciones de 10 a 1000 veces mayores que lo que
se necesita para eliminar a una célula bacteriana en estado planctonico. Los
biofilms son resistentes a la fagocitosis, lo que dificulta su erradicacién del
huésped. La estructura de la matriz exopolisacarida bacteriana permite que
sean resistentes a los biocidas, debido a la composicibn de los
exopolisacéaridos, la baja tasa de crecimiento, la resistencia al estrés y la
presencia de bombas multidrogas.®

7.1 EN LA CAVIDAD ORAL

La cavidad oral provee un ambiente adecuado para el desarrollo de una gran
variedad de especies bacterianas. Este acumulo bacteriano es el resultado
de la interaccién entre el medio oral y la flora bacteriana, denominandolo
placa dentobacteriana; asi como su localizacién, composicion microbiana,
metabolismo e incidencia patologica posibles en el diente, en el tejido pulpar
0 en el periodonto.

Esta biopelicula de placa dental ha sido propuesta como el agente etiolégico
principal en el desarrollo de la caries dental y enfermedades periodontales.®®
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La patogenicidad del biofilm dental en la cavidad oral estd aumentada por
dos caracteristicas del biofilm: la resistencia incrementada a los antibiéticos y
el impedimento de ser fagocitada por las células inflamatorias del
hospedador.

CARIES DENTAL

La interaccion simultanea de microorganismos en presencia de un sustrato
logra afectar a los dientes (triada de Keyes). Los principales
microorganismos relacionados con la caries dental son aquellos que

participan en:

e El desarrollo inicial de la enfermedad

e La progresion de las lesiones establecidas

Se ha demostrado que S. mutans esta relacionado con la biopelicula de
placa cariogénica y asociado con su comienzo; al mismo tiempo, en la saliva
hay un aumento significativo de estos microorganismos antes de la formacion

de caries dental. S. sobrinus es la segunda especie de importancia.® (Fig. 57)

Se incluyen también Lactobacilos spp., Actinomyces y otros microorganismos
en la progresion de las lesiones establecidas, ya que son capaces de

sobrevivir y proliferar en medios acidos.

A partir del contacto con nutrientes exdgenos (sacarosa) estos
microorganismos se relacionan con la pelicula adquirida que cubre los
dientes a través de una matriz de polisacéridos extracelulares y conforman
un sistema denominado biopelicula de la placa dental en el que se
desarrollan y generan acidos como producto del metabolismo de los

carbohidratos. Si la disponibilidad de sacarosa es baja el pH del medio tiende
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a ser alcalino y favorece el proceso de remineralizacion; en cambio, ante un

exceso de sacarosa el pH se torna acido y se acelera el proceso de
desmineralizacién del esmalte.>®

Fig. 57 Streptococcus mutans participa en la formacién de biofilms sobre la superficie del
diente, este biofilm es conocido como placa dental. Esta imagen ilustra la patogénesis de la

caries dental asociada con Streptococcus mutans.**
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De acuerdo al tiempo transcurrido, las bacterias del medio bucal se
incorporan a la biopelicula, se agregan entre si, se multiplican y se organizan

hasta conformar una biopelicula madura.
ENFERMEDAD PERIODONTAL

La enfermedad periodontal es compleja y multifactorial, esta enfermedad se
caracteriza por la acumulacién de células inflamatorias en el tejido conectivo
gingival. La periodontitis es un proceso inflamatorio destructivo que afecta los
tejidos de soporte del diente, la resorcion del hueso alveolar, la formacion de
bolsas periodontales y eventualmente la pérdida del diente.*® (Fig. 58)

B

Fig. 58 A Esta imagen muestra cambios en el color y el contorno de la encia asociados a

gingivitis inducida por placa bacteriana. B La periodontitis causa retraccién del margen
96, 97
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Se considera que numerosas bacterias estan asociadas con las
enfermedades periodontales y varias de ellas son oportunistas, ademas
ocupan un nicho ecolégico posiblemente en respuesta a cambios producidos
en el microambiente periodontal.”® Dentro de las especies patégenas
asociadas frecuentemente con la enfermedad periodontal se encuentran:
Aggregatibacter  actinomycetemcomitans, Capnocytophaga sputigena,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleautum,
Treponema vicentii y probablemente Tannerella forsythia y Treponema
denticola.” *° (Fig. 59)

Fig. 59 Complejos microbianos.®

Aggregatibacter actinomycetemcomitans elabora leucotoxinas, bacteriocinas
factor inhibidor de la quimiotaxis, factor inmunosupresor, factor citotoxico,
proteinas unidas a los receptores Fc, colagenasa, lipopolisacaridos.

Porphyromonas gingivalis produce un gran nimero de factores de virulencia,

proteinas y productos terminales de su metabolismo que son activas frente a
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un amplio espectro de proteinas del huésped, posee un mecanismo de
evasion de las defensas del hospedador, favoreciendo de esta manera la
progresién de la enfermedad.>®

Varios microorganismos poseen factores de virulencia relacionados con la
destruccion periodontal; sin embargo es probable que las respuestas
inflamatorias del hospedador desempefien un papel fundamental en la
defensa y como mediadoras de la destruccién observada.

La mayoria de estas bacterias residen en la bolsa periodontal y no invaden
tejidos periodontales, el sistema inmune no logra eliminar eficientemente a
todos los microorganismos y esto ocasiona la inflamacion crénica y una
respuesta continua y excesiva del huésped llevando a la destruccion tisular
debido al reclutamiento de leucocitos y la subsecuente liberaciéon de
mediadores y citocinas, factores de gran importancia en la patogénesis de la

enfermedad periodontal.

Aunque la presencia de patdgenos periodontales es un requisito, la
progresion de la enfermedad periodontal es dependiente de la respuesta del
huésped hacia la bacteria patdgena que coloniza la superficie del diente. La
persistencia de la respuesta inmune debido a la tenacidad de estos
patdgenos rompe los mecanismos homeostéticos y causa la liberacion de
mediadores como las citocinas proinflamatorias (IL-1, IL-6, TNFa),
proteasas (metaloproteinasas), prostanoides (prostaglandina E;) las cuales
promueven a la matriz extracelular de la encia y estimulan la resorcion

6sea.®

Las enfermedades infecciosas periodontales se asocian con el crecimiento

de ciertas especies de bacterias gramnegativas facultativas, estas bacterias
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tienen muchos factores de virulencia, sin embargo, la infeccion no se asocia

con la pérdida de hueso.

7.2 CONTROL DEL BIOFILM

La placa dental es una biopelicula bacteriana que no se elimina con facilidad
de la superficie de los dientes. Estas comunidades complejas de especies
bacterianas residen sobre las superficies dentarias o los tejidos blandos. Se
sabe que los productos bacterianos de la biopelicula inician una serie de
reacciones que conducen a la proteccién del huésped, pero también a la
destruccion de tejidos.

El entendimiento de los fenotipos predominantes asociados al biofilm dental
ha hecho necesario un cambio en el paradigma de los tratamientos. Este
cambio incorpora la hipétesis de la placa ecolégica, que postula que la
prevencion de la enfermedad no solo deberia estar enfocada a la inhibicién
de los patdgenos causantes, sino también a la interferencia de los factores

ambientales que dirigen la seleccién y enriquecimiento de dichas bacterias.®

Las caracteristicas claves del biofilm que podrian ser objetivo para el manejo
de los patdgenos incluyen: su comportamiento como una congregacion que
tiene la capacidad de adherirse a una superficie, su actividad como una
comunidad de varias especies coordinadas, en las cuales las células se
comunican por intercambio de pequefias moléculas, y su potencial de

generar enfermedades inflamatorias.

La biopelicula dental es una configuraciéon compleja, y esta de cierta forma

expuesta a la saliva y a mecanismos de auto limpieza en la cavidad oral. Sin
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embargo para mantener el control de crecimiento de la biopelicula dental es
preciso adoptar medidas en forma regular, para poder desorganizar su

estructura.®® Dentro de estas medidas se encuentran:

e La limpieza mecéanica, que consiste en cepillado meticuloso y regular
de los dientes, asi como el uso del hilo dental para la eliminacion de la

placa interdental y demas accesorios.

e Uso de enjuagues bucales que pueden interferir en la adhesiéon y la

maduracion de la biopelicula dental.

El autocontrol minucioso de la placa dental puede modificar tanto la cantidad
como la composicion de la placa dental. Del mismo modo la eliminacion

eficaz de biopelicula dental es esencial para la salud dental.

Durante el cepillado la desorganizaciéon de la placa bacteriana se alcanza
principalmente mediante el contacto directo entre los filamentos del cepillo
dental y las superficies de los dientes y los tejidos blandos. Para ello es
necesario utilizar un cepillo y una técnica de cepillado adecuados. (Fig. 60)

Fig. 60 Cepillado dental.*®
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En el control quimico de la placa dentobacteriana se utilizan compuestos
guimicos (enjuagues bucales) para complementar el cepillado, estos
compuestos pueden actuar directamente sobre las bacterias de la placa
dental o alterar diversos componentes de ésta para permitir un retiro mas

facil y mas completo.

La clorhexidina es uno de los agentes mas eficaces para combatir la placa
dentobacteriana, éste compuesto puede fijarse a la mucosa oral debido a su
fuerte carga positiva y liberarse poco a poco en el trascurso de 8 a 12 hrs;
esta propiedad se conoce como sustantividad. Este antiséptico se une a la
membrana plasmatica bacteriana y en concentraciones bajas esto da como
resultado un aumento de la permeabilidad, con pérdida de componentes
intracelulares, incluido el potasio. En altas concentraciones causa
precipitacion del citoplasma bacteriano y muerte celular. La clorhexidina no
tiene toxicidad sistémica en su uso bucal y no produce resistencia bacteriana

ni sobreinfeccién.%® 10
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CONCLUSIONES

Los microorganismos pueden vivir en forma plancténica independiente, pero
también pueden tener un ciclo de vida interdependiente en el cual funcionan
como una parte integral de un sistema biol6gico con un alto nivel de

organizacion formando estructuras coordinadas y comunidades funcionales.

Estas comunidades tienen un papel muy importante en la infeccion y
entender el comportamiento del Biofilm permitiria un mejor manejo de las
alteraciones que puede causar, asi como la implementacion de medidas que

conduzcan a su prevencion.

La excepcional resistencia de las bacterias surge, en parte, de la
heterogeneidad que existe en el interior de la biopelicula.

Las bacterias lejos de ser seres solitarios, tienen la capacidad de organizarse
en grupos y comunicarse, de esta forma intercambian informacién unas con

otras, sobre las condiciones fisicas y quimicas del ambiente.

El proceso de comunicaciéon intercelular que se produce con elevadas
concentraciones celulares con el objetivo de iniciar acciones cooperativas,

guérum sensing, se caracteriza por el intercambio de sefiales quimicas.

Estas sefiales quimicas producidas por una comunidad de microorganismos
permite la asociacidbn con otras bacterias para su beneficio. Este hecho
puede resultar en procesos de generacion de infecciones, que dificultan su

eliminacién como en el caso de la periodontitis.

La capacidad de comunicacion bacteriana proporciona ventajas en diferentes

aspectos, como ventajas metabodlicas, mayor obtencion de nutrientes,
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resistencia a antibiéticos y en general una mejor organizacion para realizar
un proceso determinado.

Por esta razén el conocimiento de estos mediadores permitira el manejo de

estas seflales y en consecuencia, dirigir estos procesos para evitar la
contaminacioén bacteriana en nuestro beneficio.
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