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Introduccion
Definicion

Hasta hace pocos afios el estudio de la biologia de los microorganismos se centrd
principalmente en sus formas de vida colonial (en placas de cultivo) y en suspension. Las
nuevas tecnologias han permitido establecer que, probablemente, la forma de vida
fundamental de las bacterias es formando agregados que dan paso a una comunidad llamada
biofilm.

Los biofilms se definen como “"Comunidad microbiana sésil que se caracteriza por un
primer grupo de células que se unen irreversiblemente a un sustrato o interfase, se embeben
en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares, que ellas mismas producen, y ademas
exhiben un fenotipo alterado, respecto a su tasa de crecimiento y expresidon génica”. Estas
estructuras no son agregados pasivos de células, sino sistemas bioldgicos dinamicos y
estructuralmente complejos. Esta forma de vida les permite sobrevivir en ambientes hostiles y
ambientes oligotroficos, optimizando la captacidn y distribucion de los nutrientes entre los
individuos de la comunidad. Ademas, les aporta: i) proteccion frente a toxinas y biocidas vy ii)
mayor capacidad para que los individuos puedan realizar intercambio metabdlico y genético.

En 1978 Costerton y colaboradores propusieron la teoria de la predominancia del
biofilm, la cual indica que éste constituye la principal forma de vida de las bacterias (Costerton
et al., 1978). Un ejemplo claro de esto lo encontramos en los fosiles de biofilms bacterianos
presentes sobre las rocas de fuentes termales y/o suelo marino; los cuales tienen una data de 3
billones de afnos. Actualmente, esta forma de vida abunda en ambientes acuaticos, naturales e
industriales. En los ambientes naturales es facil verlos en los lechos de los rios, sobre las rocas,
en las zonas de aguas estancadas, sobre los troncos de arboles en descomposicion, etc. Desde
el punto de vista industrial estas estructuras colonizan y afectan seriamente a tuberias,
canalizaciones, depositos de produccion, incluso en sistemas de flujos turbulentos con altas
fuerzas de cizallamiento y velocidades. Y ademas, son capaces de colonizar distintos tipos de
materiales y superficies, tanto lisas como rugosas.

Esta capacidad tan amplia para la colonizacion de diferentes ambiente no excluye a
las diferentes superficies del cuerpo humano. Y es asi como encontramos que la piel, las
mucosas respiratorias y digestivas, la cavidad oral, etc.,, son colonizadas por bacterias
formando biofilm (Costerton et al., 1999). Sobre estas superficies, los microorganismos
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establecen relaciones de tipo comensal y simbidticas con las células que forman estos tejidos.
Estas interacciones ecoldgicas ayudan a que estas zonas no sean colonizadas por
microorganismos patégenos. Un conocido ejemplo lo tenemos en el papel que juegan las
bacterias del genero Lactobacillus en la ecologia vaginal. Estas bacterias mantienen un pH
ambiental acido que impide la colonizacion de patdgenos oportunistas como, Candida spp. o
Gardnerella vaginalis. Generalmente, el desbalance en el delicado equilibrio entre las
interacciones bacterianas, las caracteristicas del huésped y los factores ambientales
determinara el transito de salud a enfermedad.

En el campo de la medicina, los biofilms son un problema importante. Las estadisticas
sefialan que estas formas de vida son la principal fuente de infecciones crénicas, afectando
estructuras anatomicas como: la cavidad oral, el corazon, el oido medio, la prostata y valvulas
pulmonares, y causando enfermedades infecciosas como caries, gingivitis, periodontitis,
endocarditis, otitis media, prostatitis bacteriana crdnica, cistitis, fibrosis quistica y septicemia.
Durante el ano 2008, en Estados Unidos y la Union Europea los procesos infecciosos causados
por biofilms ascendieron a 1,7 millones de infecciones con consecuencia de muerte de 99.000
personas y 3 millones de infecciones con 50.000 muertes, respectivamente (Bryers, 2008). Por
otra parte, los biofilm también se pueden establecer en diferentes aparatos o material clinico
(valvulas protésicas, catéteres venosos, dispositivos intrauterinos, sondas urinarias, lentes de
contacto y protesis de laringe, entre otros).

Biofilm Oral

En la cavidad oral existe una gran diversidad de nichos ecoldgicos donde las bacterias
desarrollan biofilms (dientes, lengua, mucosas, amigdalas, etc.). La composicion y
distribucion de los microorganismos en la boca depende de factores fisico-quimicos (la
humedad, el pH salival, la temperatura y el potencial de dxido-reduccion), factores de
adhesion para evitar los fendomenos de eliminacion natural (entrada de comida y bebida,
respiracion, flujo salival, higiene oral, descamacion epitelial), factores nutricionales (obtencion
de nutrientes por la dieta y por secreciones del huésped) y factores protectores del huésped
(la descamacion celular, la saliva, la integridad de la mucosa, el sistema inmune) que llevan al
limite la supervivencia bacteriana en la boca.

Actualmente se sabe que la cavidad bucal estd habitada por mas de 700 especies
bacterianas. Ellas estan diferencialmente distribuidas sobre las diferentes superficies y si bien
se establecen en zonas de tejido mucosal, los biofilms mas estudiados son los que se forman
sobre el diente el cual se ha dividido en biofilm supragingival y subgingival (Paster et al.,
2001). Dentro de la estructura de los biofilms orales se puede destacar que entre el 15 — 20%
del volumen esta ocupado por microorganismos, mientras que el 85% restante corresponde a
matriz extracelular compuesta por polisacaridos, glicolipidos, proteinas y glicoproteinas,
sales, restos celulares, DNA, RNAy agua.
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El biofilm supragingival esta compuesto principalmente por bacterias gram positivas
aerotolerantes. Algunas de estas especies son productoras de acido lactico, fruto de su
metabolismo sacarolitico. Si las concentraciones de acido son suficientemente elevadas,
puede desencadenarse un proceso carioso que comienza con la desmineralizacion de la
fraccion inorganica del diente. Algunas de estas especies pertenecen al género Lactobacillus y
otras, principalmente, al grupo de los streptococcos viridans. Sin embargo, cuando el proceso
alcanza la dentina, parece existir un cambio en la microbiota, puesto que la actividad
proteolitica se incrementa sustantivamente, mientras que la fermentacién de azucares se
reduce a minimos (Simon-Soro et al., 2013).

El crecimiento no controlado del biofilm supragingival sienta las bases para el
desarrollo de uno subgingival, el cual se ubica en el surco gingival, donde la condiciones
ambientales y el contacto con moléculas del sistema inmune determinan el tipo de microbiota
que alli se establece. De hecho, se han descrito mas de 400 especies en ese nicho,
principalmente microaerofilicos y anaerobios estrictos con un metabolismo proteolitico, que a
su vez presentan factores de virulencia que determinan la patogenia de este tipo de biofilms.

Formacion y Desarrollo

El biofilm puede desarrollarse a partir de células planctonicas o bien a partir de otro
biofilm. Cuatro horas después de una limpieza profesional podemos encontrar que entre el
60% y 90% de la superficie del diente esta colonizado por especies del genero Streptococcus
(S. sanguis, S. mitis, S. oralis, etc). Estas especies constituyen una parte importante del grupo
de colonizadores primarios que juegan un rol importante en la constitucion inicial del biofilm
oral. Estas bacterias poseen una amplia bateria de adhesinas que median la co-agregacion
intra e interespecifica, asi como la union de estas especies a componentes de la pelicula
adquirida (ej: proteinas ricas en prolina, albumina, glucoproteinas, mucinas, etc. (Palmer et
al., 2003). Otras bacterias que componen este grupo son Actinomyces spp, Veillonella spp,
Capnocitophaga spp, Haemophilus spp, Propionibacterium spp., entre otras. In vivo, a los siete
dias, el género predominante sigue siendo Streptococcus, pero se observa que se suman otras
especies: S. gordonii, S. salivarius, S. mutans, S. parasanguis. A las dos semanas se puede
observar que han aparecido bacterias gram negativas, capaces de interactuar con los
colonizadores primarios. El mas destacado de ellos es Fusobacterium nucleatum, al que se le ha
atribuido un rol fundamental en la incorporacion al biofilm, de especies mas virulentas,
conocidas como colonizadores tardios (Donlan & Socransky, 2002).

Socransky y colaboradores han postulado que las especies subgingivales se agrupan
formando complejos microbianos, cada uno con una importancia relativa en la formacién y
desarrollo del biofilm, asi como en su papel en la enfermedad periodontal. En el surco gingival
de encias sanas se detectan principalmente organismos pertenecientes a los complejos
amarillo y verde, colonizadores primarios como: Streptococcus spp., anaerobios facultativos,
bacillos gram negativos. Posteriormente, se agregarian bacterias que pertenecen al complejo
naranja (ej: Prevotella spp. y Campylobacter spp.). Por Ultimo, se establecerian las bacterias del
complejo rojo, especies mas virulentas y mas intimamente relacionadas con el desarrollo de
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periodontitis, Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythia
(Socransky et al., 1998).

Uno de los procesos iniciales, una vez que las células se han unido irreversiblemente a
la superficie, es la formacidn de la matriz extracelular. Para esto, las células expresan los genes
necesarios para la produccion de diferentes tipos de exopolisacaridos. Ademas la matriz
permite la captacion de cationes (Ca™, Zn™, Fe™ o Mg"?), sedimentos y restos celulares. Los
colonizadores secundarios son atraidos por esta matriz, diversificando el biofilm. Una vez se
ha establecido el biofilm maduro, algunas bacterias o parte del biofilm pueden liberarse e ir a
colonizar nuevas zonas. En general, existen pocas referencias respecto a los procesos, genes,
enzimas y estructuras que involucran el inicio, mantencion, maduracion y liberacion de células
al ambiente desde los biofilms. Uno de los escasos ejemplos lo tenemos en A.
actinomycetemcomitans que expresa y libera enzimas, como la dispersina B, que degradan el
exopolisacarido de la matriz, facilitando la liberacion de las células desde un biofilm de esta
especie (Kaplan et al., 2004).

La matriz de los biofilm es una estructura gelatinosa cuya composicion es
dependiente de la especie que la forma. Esta posee canales de agua por donde viajan los
nutrientes y el oxigeno. Su funcidn es principalmente estructural y protege a los biofilms
contra las agresiones fisicas y quimicas del ambiente. No obstante, también aporta otras
ventajas ya que puede funcionar como un reservorio de nutrientes e impide la penetracion de
antimicrobianos. Recientemente, Yamanaka y colaboradores han demostrado como la
produccidon de EPS impide la fagocitosis de Prevotella intermedia por parte de células de
respuesta innata. Como consecuencia de la incapacidad de fagocitar, los neutrdfilos pueden
acabar desencadenando la liberacion de compuestos bactericidas que pueden danar el tejido
circundante (Yamanaka et al., 2012).

Dentro de un biofilm, pueden existir un gran numero de micronichos o
microambientes. El medio, el pH, la Temperatura, el flujo, la deshidratacion, los gradientes de
productos toxicos, la concentracion de nutrientes, el O2 y el CO2 pueden estipular que
especies pueden sobrevivir a determinadas profundidades en el biofilm. Esto determina
porque en un biofilm podemos encontrar una gran heterogeneidad en la variedad vy
distribucion de los microorganismos (bacterias [aerobias, microaerofilicas y anaerobias],
levaduras, hongos y virus) en unas pocas micras. Las bacterias aerobias estan en las zonas mas
superficiales del biofilm, mientras que las menos aerotolerantes y las anaerobias estrictas se
localizan en las zonas mas profundas.

Repercusiones clinicas

En estas biomasas, los microorganismos co-existen, cooperan, interactian y se
comunican. La importancia clinica del intrincado ecosistema, es que casi siempre cambia el
medio en el que se encuentran lo cual induce a la rotura del equilibrio que garantiza la salud
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periodontal bucal. En el caso de la periodontitis, el sobrecrecimiento de anaerobios
proteoliticos que en condiciones de salud se detectan en muy bajas concentraciones tanto en
saliva como a nivel subgingival, puede desencadenar reacciones de inflamacidon y a su vez
hacer al surco mas proclive a padecer periodontitis. Ademas, mas alla de generar infecciones
confinadas al periodonto, las consecuencias del desarrollo de biofilm patdgeno en el surco se
ha asociado a posibles efectos sobre enfermedades sistémicas (cardiopatias, diabetes,
osteoporosis, enfermedades respiratorias y partos prematuros).

Las infecciones causadas por biofilms no son facilmente curables y éstos tienden a
producir episodios recurrentes. La resistencia intrinseca tanto a elementos del sistema
inmune como a los antimicrobianos viene determinada por la naturaleza estructural de los
mismos. Por otro lado, las bacterias en biofilm tienen muy reducida su tasa de crecimiento, lo
cual hace que el antimicrobiano se degrade o se inactive antes de que pueda ejercer su accion
(Costerton et al., 1999). Por estos motivos algunos autores sefalan que a nivel subgingival, los
antimicrobianos, como parte del tratamiento periodontal, deberian utilizarse posterior a la
desorganizacion mecanica de dichos biofilm (Herrera et al., 2008). De otro modo, el uso de
antimicrobianos ademas de ser poco efectivo, podria inducir el desarrollo de resistencias en
las bacterias, via mutaciones espontaneas y/o transferencia genética horizontal. También se
recomienda el uso de antisépticos como coadyuvante del tratamiento mecanico. El
mecanismo de accion de estas moléculas, sobretodo, de amonios cuaternarios (Cloruro de
cetilpiridinio) y bis-diguanidinas (Chlorhexidina) es genérico para todos los microorganismos
con membranas cargadas negativamente, de ahi que su espectro sea mas amplio y con menor
capacidad de generar resistencias.

Dificultades de estudio y técnicas usadas

El control de estas comunidades bacterianas pasa por incrementar nuestro
conocimiento sobre ellas. Es necesario conocer su diversidad, sus dinamicas de crecimiento y
su metabolismo tan variado. Las dificultades que existen a la hora de estudiar biofilms orales
estan relacionadas con i) el gran nUmero de interacciones que tienen lugar entre las diferentes
especies, ii) la complejidad técnica para el analisis de los procesos internos vy iii) las
consideraciones éticas asociadas a estudios microbiolégicos en pacientes con enfermedad
periodontal o caries. Estas dificultades han llevado a los investigadores a desarrollar sistemas
in vitro para la formacion de biofilm, que intentan simular el ambiente oral. Estos sistemas
usan inoculos orales, de saliva, de placa subgingival o bien una seleccion de bacterias supra o
subgingivales para desarrollar biofilms estaticos en placas de microtiter o en fermentadores
estaticos o en flujo (Blanc et al., 2013). Una amplia variedad de técnicas microscdpicas
[Scanning Electron Microscopy y Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)] y moleculares
(Fluorescence In Situ Hybridization, Real Time PCR, Microarray y Secuenciacidn masiva) se han
usado para estudiar la estructura, viabilidad y cinéticas de crecimiento de los biofilms desde
sus primeras etapas de formacion hasta la maduracion.
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Imagenes Biofilm Oral obtenidas en Dentaid Research Center
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Fig 1. Micrografias de biofilms orales multiespecie formados in vitro sobre hidroxiapatita.
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Fig 2. Micrografias de biofilms orales multiespecie crecidos sobre implantes de Tien
condiciones in vitro.
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File Name = 1074

Fig 3. Micrografia de agregados de S. mutans sobre esmalte humano.
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Fig 4. Bacterias calcificadas sobre diente humano.
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Fig 5. Imagenes de CLSM de biofilms orales multiespecie crecidos in vitro.
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