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RESUMEN

En la cavidad bucal hay una poblacién microbiana muy diversa. Esta se afecta por

numerosos cambios durante la vida. Entre los cuales estan los estreptococos.

Streptococcus mutans (S. mutans) es un coco gram positivo, anaerobio facultativo,
que tiene la capacidad de adherirse a diferentes superficies inertes y tejidos duros,
es uno de los modelos de adhesion y coagregacion bacteriana que forma

biopeliculas dentales y en materiales plasticos.

Durante la pérdida de los dientes o en su rehabilitacion, los microorganismos se

adhieren y reproducen a una superficie, las mas usadas son las prétesis bucales.

El material mas utilizado para esas protesis es el polimetilmetacrilato (PMMA) que
se utiliza para provisionales, protesis fija, removible, prostodoncia y ortodoncia. Las
caracteristicas de este material favorecen la adhesion bacteriana, que es un

requisito para la colonizacion.

El objetivo de este trabajo es el de la adherencia in vitro de S. mutans sobre
superficies de PMMA a diferentes periodos de tiempo con la ayuda de Microscopia
electronica de barrido (MEB), donde se obtuvo una diferencia notable entre las 24 y
48 hrs. A las 48hrs la cantidad de bacterias fue mayor (p<0.05) que en los otros
tiempos de incubacién manejados en este estudio. Se puede concluir que conforme
aumento el tiempo, hubo mayor cantidad y mayor colonizacién por S. mutans. La
adhesién y colonizacion de este puede ocurrir en superficies de materiales de
restauracion, por lo que se recomienda una buena informacion de higiene para asi

evitar la enfermedad periodontal.




INTRODUCCION.

La cavidad bucal se ve afectada por numerosos cambios durante la vida y los
microorganismos que en ella habitan como microbiota habitual, se modifican de
manera constante dependiendo de multiples factores que se presentan durante el

crecimiento y madurez del individuo (Dorey, 1985).

La cavidad bucal contiene una de las poblaciones microbianas mas variadas y
concentradas de todo el cuerpo humano. Se considera que la adquisicion de la flora
microbiana bucal se genera al momento del nacimiento, cuando se atraviesa el
canal vaginal. A las pocas horas del nacimiento o inmediatamente después de él ya
se encuentran microorganismos como: estreptococos del grupo viridans,
estafilococos, neumococos, coliformes, lactobacilos, Neisserias sp. y Candida
albicans, entre otros. Las modificaciones en la microflora bucal, se llevan a cabo
cuando ocurren los cambios propios de las estructuras bucales, ésta microflora se

modifica primordialmente a partir de la erupcién dental y de los cambios en la dieta.

Los estreptococos constituyen un amplio grupo de bacterias, formado por 21
especies y diversos serotipos; algunos de ellos forman parte de la microbiota
habitual, sin que se haya demostrado su patogenicidad. Mientras que otros se
comportan como saprofitos, comensales o como patégenos importantes, que

producen diversas infecciones en el hombre(Branting, 1990).

Uno de los estreptococos patdgenos responsables de infeccion bucal es el

Streptococcus mutans.

El Streptococcus mutans (S. mutans) es un coco gram positivo, anaerobio
facultativo, presenta una temperatura optima de desarrollo de 36°C (Verran,1997,

Samarayanake, 1994).




S. mutans posee la capacidad de adherirse a diferentes superficies, mediante
elementos bacterianos denominados adhesinas, cuya funcion es fijar al
microorganismo a tejidos duros o superficies inertes, a materiales artificiales y a

otras bacterias (Verran, 1997, Nikawa, 1997).

Conforme los dientes se pierden o se rehabilitan, los sitios disponibles para la
colonizacion microbiana van cambiando y los microorganismos requieren nuevas
superficies a las que se adhieren para después reproducirse, y son las protesis,
que sustituyen o rehabilitan a los dientes, las que proporcionan un medio protegido
del arrastre salival, en el cual las bacterias y los hongos pueden multiplicarse y
colonizar tanto a la mucosa bucal como a la superficie acrilica de la protesis dental

elaborada con ese material (Verran, 1997, Nikawa, 1997).

Estas protesis son fabricadas con diversos materiales, uno de ellos es Ia resina
acrilica, material universal, que ofrece una superficie solida (Nikawa, 1999, Tuomas,
1999). Sin embargo, esta superficie puede presentar defectos, lo cual, aunado a
otros factores locales, contribuyen significativamente en la adhesién de
microorganismos como los Sfreptococci, involucrados en procesos infecciosos
importantes de la cavidad bucal (Dorey, 1985, Radford, 1999, Nikawa, 1997, Waltimo, 1999,

Samaranayanake, 1986).

Otros estudios mencionan que la interaccion entre materiales para restauracion y la
formacion de la placa bacteriana no se ha estudiado completamente, sin embargo
se ha demostrado que las superficies rugosas de los materiales pueden
incrementar la adhesion (Shanal, 1998) Un material de restauracion muy utilizado es

el polimetilmetacrilato autopolimerizable (PMMA).

El polimetilmetacrilato autopolimerizable se utiliza como material de soporte, para
fabricar provisionales, prétesis parcial, fija y removible. También se utiliza para

sustituir dientes, en aparatos de ortodoncia y ortopedia, prostodoncia total.




Uno de los problemas en la rehabilitacion bucal es el evitar que las proétesis o los
materiales con los cuales se elaboran estas, permitan la adherencia bacteriana

causante de lesiones cariosas y también a patologias periodontales.

Es de suma importancia evaluar los materiales de resina acrilica (PMMA), que se
emplean para rehabilitacion protésica y determinar su calidad a través de la

adherencia que tienen sobre este, bacterias patégenas como lo es el S. mutans.

Por lo que el propésito de éste trabajo fue determinar la adherencia in vitro del
S. mutans en especimenes de PMMA y demostrar la formacién de biopeliculas en
diferentes intervalos de tiempo de inoculacion utilizando la Microscopia Electrénica

de Barrido (MEB) como herramienta de estudio.




MARCO TEORICO

Streptococcus.

Streptococcus mutans posee una elevada capacidad de adherencia a superficies
inertes y tejidos duros, representa uno de los modelos de adhesién y coagregacion
bacteriana mas complejos en la formacién de biopeliculas dentales y en materiales

plasticos.

Los miembros del género Streptococcus tienen una historia interesante, y son la
causa de las enfermedades mas difundidas y de mayor morbilidad en los seres
humanos en todos los tiempos, mas que casi ningun otro grupo de bacterias, con la
posible excepcién del bacilo tuberculoso. En 1835, Richard Bright reconocié la
relacion entre la escarlatina, la glomerulonefritis y la insuficiencia renal crénica
(enfermedad de Bright). Pasteur, Robert Koch y Neisser mientras trabajaban para
establecer la teorfa bacteriana de la enfermedad, reconocieron al estreptococo
como agente causal de la sepsis puerperal. El cirujano Frederick Fehleisen
reconocio que un colega, Alexander Ogston, definié el papel de los estreptococos
en las infecciones de las heridas posquirtrgicas. En 1932, Coburn establecio la

relacion entre el estreptococo y la fiebre reuméatica.

El estudio de laboratorio de los estreptococos fue posible por la introduccion de
medios de cultivo solidos hacia el fin del siglo XIX. A principios del siglo XX, Hugo
Schottmuller habia demostrado la reaccion hemolitica producida por ciertos
estreptococos en agar sangre. Unos afios después, J.H.Brown, trabajando en el
Instituto Rockefeller, describi6é por primera vez las diferentes reacciones hemoliticas

de los estreptococos, a las que se denominoé alfa, beta y gamma.

A principios de la década de los 30s, Rebecca Lancefield identificé cinco grupos
antigenicos caracteristicos de estreptococos, a los que denomind A, B, C, Dy E,
sobre la base de las diferencias seroldgicas en los carbohidratos de la pared
celular. Desde esa época, la investigacion y estudios continuos han ampliado el




numero de grupos serologicos de los 18 reconocidos hasta ahora y clasificandolos
de AaHydeKaT. enlamayor parte de los laboratorios clinicos de rutina, sélo se
identifican los grupos A, By D, como responsables de la mayoria de las infecciones
humanas. Debe notarse que los recientes estudios de hibridaciéon de DNA-rRNA
muestran que los estreptococos del grupo D, enterococos y no enterecocos

pertenecen a diferentes géneros.

El género de Streptococcus significa “moras flexibles”. La taxonomia de las
especies de Streptococcus ha sido sometida a muchas revisiones y seguida de
diversos estudios genéticos y quimiotaxonémicos. El género Streptococcus,
consiste hoy en dia de Estreptococo piogeno (B-hemolitico), Estreptococos orales y

algunas otras especies vagamente relacionadas.

El Estreptococo piogeno (S. pyogenes, S. equi, S. dysgalactiae, S. canis, y S. iniae)
estan cercanamente relacionados. E! grupo  “oralis” comprende S. oralis,
S. sanguis, S. gordonii, S. mitis, S. anginosus, S. constellatus, S. intermedius y
S. pneumoniae (previamente agrupado con Estreptococos piogénicos). El grupo
“mutans” incluye: S. mutans, S. rattus, S. cricetus, S. sobrinus, S. ferus, S. macacae
y S. downei. S. salivarius no esta relacionado con este grupo pero esta muy
cercanamente relacionado con S. termophilus y la especie recientemente descrita
S. vestibularis. S. agalactiae es una especie distinta no relacionada con cualquiera

de las otras especies. (Tabla 1)

Dentro del grupo oralis los problemas taxonémicos no resueltos incluyen el status
de S. anginosus, S. constellatus y S. intermedius (a veces llamado grupo milleri y
grupo mitis). Una dificultad adicional ha sido el uso de diferentes nomenclaturas en

Europa y América (Slots, 1991).

Algunas especies de Estreptococos colonizan cerdos, caballos y ganado vacuno;

cada uno de ellos no estan relacionados entre si ni con otros grupos de especies.




SerogrupolLancefield | Homdlisis | Habitad humano

_TEnfermedad

Especle
_Grupo Streptococcus mutans -
S, mutans - o,y () Orofaringe, intestino Caries, placas dentales, endocarditis y otros
S.rattus - a,y Orofaringe Caries, placas dentales.
| 8. cricetus - " " E |

| S._sobrinus

S. ferus - " - o
5. downef - " " - B
S, macacae - o " -
Grupo Streptococcus oralis _
Placas dentales, endocarditis, infacciones de heridm
S. sanquis H, W o Qrofaringe, piel intestino abscesos
Probablernente orofaringe,
| S. gordonii H ! piel Probable patologia similar a S. sanguis
_S. parasanguis BF.G “ " .
S. crista H K " " "
S. oralis - " " L
S. mitis - 1 ) Orofaringe Placas dentales, endocardltis |
_ Grupo Streptococcus milleri .
S. anginosus A CFG B Orofaringe, intestino, piel Placas dentales, endocarditls, diversos abscesos |
3. intermedius - a, y " "
S. constellatus F « " "

Grupo Streptococcus salivarius

S. salivarius

K

Y

Orofaringe, intestino

Placas dentales, endocarditis

S. vestibularis

[v3

Orofaringe

Otros estreptococos

Faringitis aguda, erisipela, escarlatina, impétigo,
sepsis puerperal, abscesos.
Procesos postinfecciosos: fiebre y endocarditis

S. pyogenes A B Rinofaringe, piel intestino reurndtica y glomerulonefritis ]
Sepsis puerperal, endocarditis, neumonlas, artritis.
Infecciones neonatales: neumonias, meningitis,

S. agalactiae B | Plaoy) Rinofaringe, vagina, intestino | septicamia. ]
Infecclones de heridas, sepsis puerperal,

S. dysgalactiag 9 B Rinofaringe, vagina, piel endocarditis, celulitis.

S. pneumoniae - a (B Rinofaringe Neumonla, septicemias, sinusitis, otitis, meningitls.

S. bovls D ¥ (@) Intestina

Tabla.1 Taxonomia y grupos sexoldgicos de los estreptococos.




Caracteristicas generales

Los estreptococos son bacterias grampositivas, inméviles, no esporuladas y
carecen de catalasa. Esta caracteristica los diferencia de los estafilococos. E|
metabolismo es fermentativo, produce Acido lactico, lo que provoca un descenso en

el pH'y hace que se utilicen medios amortiguadores para evitar su muerte.

Los estreptococos constituyen un amplio grupo formado por 21 especies y diversos
serotipos; algunos de ellos forman parte de la microbiota habitual, sin que se haya
demostrado su patogenicidad, mientras que otros se comportan como sapréfitos,
comensales o importantes patdégenos que producen diversas infecciones en el

hombre (Voet, 1990).

Su crecimiento se da en medios enriquecidos con sangre y liquidos tisulares
formando en medios sélidos colonias redondas, convexas y pequefias de 1.5 a
2mm de didmetro, la temperatura optima para su crecimiento es de 36+1°C, son

anaerobios facultativos (Gibbons, 1978, Gibbons, 1988, Kataoka, 1997, Azen. 1981).

Son responsables de reacciones inflamatorias localizadas, abscesos y septicemias.
La naturaleza de la lesion depende de la virulencia, la forma en que se introducen,
la invasion de tejidos y la resistencia del hospedador, asi como también de las

enzimas y productos metabolicos elaborados por el microorganismo (Azen, 1981).

En el hombre son causa de enfermedades epidérmicas como escarlatina,
endocarditis bacteriana aguda y septicemias. Pueden ser el origen de abscesos,
furGnculos, celulitis, amigdalitis, neumonia, meningitis y otitis media (Kataoka, 1997,
Azen, 1981, Hay, 1983)




Fig.1 Caracteristicas del Streptococcus 12000X.

Morfologia

Son bacterias esféricas u ovales con un diametro de entre 0.6 y 1 pum, se presentan
tipicamente en cadenas largas o cortas de 4 a 6 elementos aunque también se
pueden encontrar en parejas. La longitud de las cadenas varia mucho y esta
condicionada principalmente por factores ambientales (Gibbons, 1988, Hay,1983).

Fig.2, 3. Cultivo de S. mutans donde se observa su cracimiento a 3200X.



Clasificacion

Han surgido algunas variaciones con respecto a la clasificacion de los
estreptococos. Sherman menciona que estan divididos en cuatro grupos: el

pidgeno, el viridans, el enterococcico, y el lactico.

Brown se basa en la lisis del eritrocito en las cajas de agar sangre, divide en un
grupo beta hemolitico, un grupo alfa hemolitico de pigmento verde y en un grupo
denominado gama o no hemolitico (Gibbons,1980, Gibbons, 1978, Gibbons, 1988,

Kataotaka, 1997).

W e e A

Fig.4A, 4B Representacién de la clasificacion de Brown y Rebecca Lancefield.

La clasificacion mas precisa es la de Rebecca Lancefield en la década de los 30s,
que se basa primero en la presencia de un antigeno; segundo en un marcador
individual y tercero en compuesto de actividad fisiolégica, ella extrajo material
reactivo serologicamente con acido hidroclérico caliente diluido y con técnicas de

precipitado menciona que los estreptococos hemoliticos contienen polisacaridos en




la pared celular llamados antigenos C, se diferencian 18 grupos serologicos
incluyendo losAaHydeKaT. (Tabla 1)

Los miembros de cada grupo que identifico Rebecca Lancefield poseen a su vez
antigenos distintivos adicionales en sus paredes celulares, llamados también
“proteinas parietales”, que pueden actuar como factores importantes de virulencia
del estreptococo (proteina “M”), y los subdividen en diferentes tipos lo cual es Gtil en
estudios epidemiolégicos y en la prediccion de secuelas de infecciones

estreptocdcicas agudas (Gibbons, 1980, Kataoka, 1997)

Dentro de los antigenos adicionales encontrados se ha mencionado a la proteina M
como uno de los mas importantes, ya que divide a los estreptococos del grupo A en
55 tipos inmunolégicos. Otro antigeno encontrado es la sustancia T y el antigeno R,

los cuales no se han relacionado con la virulencia del estreptococo (Gibbons, 1980)

El grupo serologico “A” pertenece a los estreptococos beta hemoliticos que son
altamente patdgenos para los seres humanos entre estos se encuentra
Streptococcus pyogenes; que se ve implicado en enfermedades como: fiebre

escarlatina, faringitis, impétigo, erisipela, fiebre reumatica.

Los del grupo “B" estan formados por organismos presentes en la garganta o en el
aparato genital femenino; se ven implicados en infecciones neonatales, fiebre
puerperal, osteomielitis, faringitis, se encuentra en este grupo el Streptococcus

agalactiae.

El grupo “C” se ha aislado de las amigdalas purulentas y de la celulitis facial, en
este grupo pertenecen S. equisimilis, S. equi, S. zooepidemicus y S. dysgalactiae.

Son principales patdgenos de los animales, en los humanos se encuentran los
organismos que se presentan con frecuencia en las muestras clinicas provenientes

de pacientes de hospital.

El grupo “D” contiene a los enterococos, estos pueden no ser hemoliticos, se
dividen en dos partes los organismos enterococcicos y los no enterocédccicos,

pertenecen a la flora habitual humana y se encuentran entre las especies

20




principales de la cavidad bucal y faringe, se encuentran en este grupo los

Streptococcus faecalis y no enterocéccicos S. bovis, S .equinus.

l.os del grupo “E” no son comunes y presentan una patogenicidad muy limitada,
estos se han aislado de la leche de la vaca, de los excrementos humanos y de

ciertas patologias humanas.

Los grupos “F" y “G" son comensales de la boca y garganta presentan baja

virulencia.

Los del grupo “L” y “M” son los mas raros y se discute su implicacién en las

infecciones de humanos.

El grupo de los Streptococcus viridans incluye microorganismos abundantes dentro
de la flora habitual de las vias respiratorias superiores, principalmente agentes de
infecciones de tipo cronico, infecciones no mortales y endocarditis bacterianas

subagudas (Gibbons, 1980, Kataoka, 1997).

Uno de los mas importantes dentro de este grupo es S. mutans que sintetiza
polisacaridos y contribuye de manera importante en el desarrollo de la caries

dental.
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Fig. 5A, 5B. Representacion de la estructura antigénica de los estreptococos.
Estructura antigénica

Dependiendo de las especies y de la estructura se pueden distinguir, otras
estructuras ademas del genoma, la membrana citoplasmica y la mureina, otros

elementos de gran interés como son los siguientes

* Acidos Teicoicos y Lipoteicoicos.

Asociados a la mureina, con carécter antigénico e intervienen en procesos de
adhesion ya que se unen a la fibronectina de las células del hospedador. Forman
un entramado fibrilar asociandose con las proteinas parietales superficiales y
fimbrias (Gibbons, 1980, Gibbons,1978)

* Carbohidratos Parietales (Polisacarido Antigénico Especifico de Grupo
Carbohidrato C).

Situados fuera de la mureina forma -el 10% de la pared celular, tiene un caracter
antigenico, divide a los estreptococos p-hemoliticos en 13 grupos, participan en los
procesos de adhesion, agregacion y coagregacion bacteriana (Gibbons, 1980,

Gibbons, 1978, Gibbons, 1988, Kataoka, 1997)
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* Protelnas Parietales.

Localizadas por fuera de la capa de los carbohidratos parietales, se pueden
encontrar intercaladas en la mureina dentro de las mas importantes se encuentran
la proteina M, la proteina T y la proteina R, que tienen diferentes funciones, unas
poseen caracter antigénico de forma independiente en ocasiones asociadas a los -
acidos lipoteicoicos y fimbrias, otras muestran una accién enzimatica como glucosil
y fructosiltransferasas y algunas se comportan como adhesinas fijandose a
superficies blandas, ya sea individualmente o formando complejos. Pueden actuar
como elementos receptores de glucanos. La proteina M es un factor importante en
la produccion de enfermedades, contribuye a la adhesion y da al estreptococo un
estado antifagocitico protegiéndolo de los sistemas de defensa del organismo
(Kataoka, 1997).

* Fimbrias.

Son estructuras filamentosas de 4 a 7 nm de didmetro, repartidas en toda la
superficie que funcionan como adhesinas, las cuales interactilan con un receptor
proteico o polisacarido situado en ofra bacteria ¢ en una superficie tisular del
hospedador asi determina las uniones proteina-proteina o lectina-carbohidrato.

La funcién de adhesina reside en las proteinas y glucoproteinas que son capaces
de unirse con gran afinidad a las cadenas laterales de polisacaridos presentes en la
membrana citoplasmica de las células del hospedador a las que se adhieren.

Las fimbrias participan en la adhesién, agregacion y coagregacién bacteriana
(Gibbons, 1988, Kataoka, 1997, Azen, 1981).

* Capsula.

Es una estructura gelatinosa densa y viscosa localizada por fuera de la pared
celular, con un grosor uniforme, constituida por polisacaridos y polipéptidos,
también puede estar constituida por acido hialurénico como componente adicional,
todos éstos elementos son sintetizados inicialmente en la membrana citoplasmatica
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del estreptococo durante las primeras etapas de crecimiento, por lo que se le
considera como un producto de secrecidn del metabolismo celular, aunque es un
importante factor de virulencia ya que protege a la bacteria de la fagocitosis, si la
bacteria posee hialuronidasa la pierde en la fase de crecimiento (Gibbons, 1988,
Kataoka, 1997, Azen, 1981).

* Glicocalix.

Es una capa externa de aspecto pegajoso y gelatinoso constituida por polisacaridos
(glucanos y fructanos) y polipéptidos, tiene un aspecto mucoide, ayuda a la
configuracion de la biopelicula bacteriana, es de gran importancia en el proceso de
coagregacion bacteriana ademas de que protege la superficie celular de los
estreptococos de lesiones mecanicas o quimicas y promueve la concentracién de
nutrientes procedentes del medio circundante, y su funcién mas importante es la
adherencia de las bacterias a las superficies inertes y a las células del hospedador
en los procesos infecciosos, permitiendo asi el establecimiento de colonias con un
gran potencial para su crecimiento y supervivencia (Gibbons, 1988, Kataoka, 1997, Azen,

1981).

Factores de patogenicidad
Enzimas:
Hialuronidasa: Metaboliza el Acido hialur6nico, constituyente de la sustancia

intercelular del tejido conjuntivo del hospedador, favoreciendo asi la diseminacién

de los microorganismos infectantes (Gibbons, 1978, Kataoka, 1997).

Desoxirribonucleasa (estreptodornasa): Actua contra el ADN extracelular, altamente
viscoso de los exudados purulentos. Hidroliza acidos nucleicos y nucleoproteinas

que los estreptococos utilizan como nutrientes (Gibbons, 1978, Kataoka, 1997).
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Estreptocinasa (fibrinolisina): Provoca la transformacién del plasminogeno del suero
humano en plasmina, enzima proteolitica activa que digiere a la fibrina impidiendo
la formacion de una barrera, lo que favorece la diseminacion del microorganismo

(Gibbons, 1978, Kataoka, 1997).

Ademas, pueden lisar los coagulos de sangre y son responsables de diseminacion
rapida.

Hemolisinas: los estreptococos (-hemoliticos del grupo A, producen dos

hemolisinas:

Estreptolisina O. Proteina antigénica con actividad hemolitica que se inactiva con
el oxigeno, produce algunas de las hemdlisis que se observan en cultivos de agar
sangre, es citotxica para los neutréfilos, las plaquetas y las células de tejido

cardiaco.

Estreptolisina S. Proteina no antigénica que actia en presencia de oxigeno.
Produce una zona hemolitica alrededor de las colonias estreptococicas que
proliferan en la superficie de placas de agar sangre (Gibbons, 1980, Gibbons, 1978,

Kataoka, 1997).

Streptococcus viridans

Se les llama viridans ya que producen un pigmento verde en los medios de agar
sangre, son nutricionalmente exigentes, necesitan un medio complejo
suplementado con productos sanguineos una incubacién enriquecida con diéxido

de carbonoal5010% .

Forman parte del grupo heterogéneo de microorganismos que se caracterizan por
presentar reacciones a 6 no hemoliticas en cultivos de agar sangre de carnero, su
habitat principal es en la cavidad bucal, colonizan superficies duras y blandas, son
los microorganismos mas abundantes en todos sus ecosistemas primarios

(Gibbons, 1980, Gibbons, 1978, Kataoka, 1997)




Incluyen los grupos mutans, oralis, salivarius y milleri, cada uno con sus diferentes
especies. El grupo mutans esta constituido por las especies: S. mutans, S. rattus,

S. cricetus, S. ferus, S. downeiy S. Macacae (Gibbons, 1978).

Participan en la formacion de placa bacteriana y en la produccién de caries,
tambien participan en otros cuadros patologicos como gingivitis, abscesos

periapicales, pulpitis y celulitis.

Habitualmente se clasifican por patrones de fermentacién, composicién de los
azlcares de la pared celular y produccién de dextranos o lévanos partiendo de

sacarosa.

Fig.6 Cultivo de Streptococcus a 6500X. The Laboratory of Bacterial Pathogenesis and Immunology, The Rockefeller University,

Naw York, New York 10021 ® 1995

Streptococcus mutans

Son cocos gram positivos sin movilidad que se presentan en cadenas cortas o
medianas, la estructura de su pared celular contiene un carbohidrato C, complejos
fibrilares y fimbrias prominentes, sin embargo destacan las proteinas y los
carbohidratos en cuya composicién se encuentra la glucosa, ramnosa y galactosa

(Gibbons, 1980).

La pared consta de 6.8% de proteina, 8.9% de acido teicoico glicerol, 33.6% de

polisacarido no peptidoglucano y 49.9% de peptidoglucano.
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Son anaerobios facultativos, que presentan una temperatura 6ptima de desarrollo
de 36°C y sus caracteristicas coloniales dependen en gran parte del medio donde
sean cultivados, en agar sangre de carnero son a 0 y-hemoliticos, y

excepcionalmente -hemoliticos (Gibbons, 1978, Kataoka, 1997).

El medio mas adecuado para su crecimiento es el Agar mitis-salivarius con
sulfonamida y el Agar-mitis-salivarius (MSA), que contiene un 5% de sacarosa, y
como sustancias inhibidoras, azul tripan, cristal violeta y telurito potasico, las cuales
permiten el crecimiento de los estreptococos inhibiendo a otras bacterias (Kataoka,
1997).

El medio selectivo, es el mitis-salivarius-bacitracina (MSB), que es MSA al que se le
afiade 0,2 U/mL de bacitracina y 15 gramos mas de sacarosa por cada 100 ml. Las
colonias se pueden observar elevadas, convexas, onduladas y opacas de color azul
oscuro con margenes irregulares, superficie granular, adheridas y con una burbuja
de color brillante cuando produce polisacaridos extracelulares, su tamafo puede

variar desde 0.5 a 1.0 mm de diametro.

A diferencia de lo que ocurre con la mayor parte de otros estreptococos bucales,
todas las cepas de S. mutans utilizan la sacarosa como fuente energética tanto
para su desarrollo como para la formacién de acido lactico y pequefias cantidades
de acido formico, acético y etanol, produciendo un descenso del pH, situacion por la
cual, el S. mutans es considerado un agente etiolégico de gran importancia en el
desarrolio del proceso carioso (Gibbons, 1978, Gibbons, 1988, Kataoka, 1997).
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Fig.7 Cultive de S. mutans en Agar mitis salivaris bacitracina

Metabolismo.

La sacarosa se va ha encontrar en el interior de la célula bajo la forma de sacarosa
y sacarosa 6P, primero se origina fructosa y glucosa que fosforilizandose da lugar a
glucosa-6-P, después por la accion de la sacarosa-6-P hidrolasa, surgen glucosa-6-
p y fructosa, estos azucares seguiran la via glucolitica de Embden-Meyerhof-

Parnas para rendir fundamentalmente lactato ya que son homolacticas.

La piruvatocinasa regula el sistema, de forma que con bajas concentraciones de
sacarosa extracelular o de glucosa-6-P y fructosa 1,6-diP intracelular se inhibe la

enzima y el fosfoenolpiruvato que se utiliza como medio de transporte.

Sintetizan homo polisacaridos extracelulares, a partir de la sacarosa que son tres
tipos: glucanos hidrosolubles donde estan incluidos los dextranos, glucanos
insolubles formados por mutanos y fructanos, la formacién de estos polimeros se
debe a una o varias enzimas extracelulares denominadas glucosiltransferasas

(GTFs) y fructosiltransferasas (FTFs).
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Fig.8 Esquema de la via glucolitica .

Los glucanos insolubles son degradados con dificultad por las bacterias, poseen

propiedades adherentes y forman parte importante de la matriz acelular de la placa.

S. mutans posee la capacidad de adherirse a diferentes superficies a través de
elementos bacterianos denominados adhesinas, cuya funcion es fijar el
microorganismo ya sea a la superficie o tejido del hospedador, a materiales

artificiales u otras bacterias (Gibbons, 1988, Kataoka, 1997)

Los receptores son compuestos que interactGan con las adhesinas, entre los que se
encuentran la fibronectina de las células epiteliales, y el conjunto de proteinas y
glucoproteinas salivales que se retienen en las superficies epiteliales o materiales

artificiales como las protesis dentales (Gibbons, 1988, Kataoka, 1997)




Biopeliculas y adherencia bacteriana en la cavidad bucal

La forma natural de vida bacteriana no es aislada, sino en asociacion con otras
comunidades, las cuales se adhieren a superficies formando una biocapa, conocida
también como biopelicula (biofilm) (Watnick, 2000). La cavidad bucal no es la
excepcion, siendo asi la placa dental bacteriana una compleja biocapa que
comprende cientos de especies microbianas organizadas en comunidades en

ambientes bucales fluctuantes.

La formacion de placa dental en la cavidad bucal, se desarrolla en las superficies
rigidas o mucosas bucales y es un componente integral de la salud o la enfermedad
de ésta (Burne, 1997). El estilo de vida, en forma de biocapas, que poseen la mayoria
de las bacterias bucales, permite una sobrevivencia y adaptacién al ecosistema
presentandose cambios genéticos, (Li Y-H, 2000) asi como la optimizacion de
recursos para la obtencion de energia a partir de un metabolismo celular lento

(Marsh, 1997).

El método mas empleado para estudiar las comunidades bacterianas bucales
asociadas al periodonto es a partir de sondas de DNA, clasificando a las bacterias
en cinco diferentes grupos (por colores) asociado con las propiedades clinicas de la
enfermedad periodontal en relacion con la presencia de la bacteria. Los grupos

descritos son;

Rojo. Comprende a: Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis, Bacteroides

forsythus, implicadas en la periodontitis juvenil

Naranja. Comprende a: Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia,
Peptostreptococcus micros, Eubacterium nodatum implicadas en la periodontitis del

aduito.

Puarpura. Veillonella parvula y Actinomyces odontolyticus que principalmente se

encuentran en caries radiculares y no implican una lesion periodontal.
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Amarillo. Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius, Streptococcus mitis,
Streptococcus oralis y Streptococcus sanguis relacionados con la caries dental y no

con la enfermedad periodontal.

Verae. Contiene tres especies de Capnocyfophaga, Campylobacter concisus,
Eikenella corrodens y Actinobacillus actinomyceterncomitans serotipo A,
involucrados en la periodontitis juvenil y relacionados junto a otras bacterias con la

gingivitis necrozante aguda (GUNA) (Kolenbrander, 2000).

Diversos autores describen a las biopeliculas como una comunidad microbiana
relativamente indefinible asociada a la superficie dentaria o a cualquier otro material
duro, no descamable, la mayoria de estas biopeliculas son una capa densa de
microorganismos que esta unida en una matriz de polisacaridos con otros

materiales organicos e inorganicos (Genco, 1993 Lindhe, 2000).

La capa fluida que bordea la biopelicula puede tener una subcapa mas bien
estacionaria y una capa liquida en movimiento, son ubicuas, se forman virtualmente

en todas las superficies inmersas en medios acuosos naturales.

Se forman con rapidez en medios liquidos donde las bacterias reciben un aporte
nutritivo regular, la formacién rapida de capas visibles de microorganismos es tipica
de las biopeliculas debido al amplio desarrollo microbiano y va acompanada por la

excrecion de grandes cantidades de polimeros extracelulares (Lindhe, 2000).

Podemos decir que la biopelicula es una sustancia adherente compuesta por
bacterias y sus productos, células muertas, leucocitos y células descamadas dentro
de una matriz de proteinas y polisacéaridos, la cual se acumula con mayor facilidad

en sitios retentivos (Kwan - Yat Zee, 1996)

La cantidad de matriz es variable, es aproximadamente el 30% de la biopelicula
supragingival y muy escasa en subgingival. Basicamente hay tres puntos
importantes que contribuyen a la matriz intermicrobiana: Primero, los
microorganismos de la placa: las bacterias pueden excretar varios productos
metabdlicos que contribuyen a la formacion de la matriz, asi mismo encontramos

bacterias en degradacion 0 muertas.
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Segundo, la saliva que funciona en parte para formar peliculas protectoras tenaces
o cuticulas en las superficies bucales expuestas, sirven como receptor para la
colonizacién bacteriana inicial, y puede dar inicio a dos aflicciones humanas mas

frecuentes: caries y enfermedad periodontal (Genco, 1993).

Tercero, el fluido crevicular, en esta matriz se ve un componente fibrilar entre los
cocos grampositivos y coinciden con varios estreptococos bucales que sintetizan

lévanos y glucanos de la sacarosa de la dieta (Lindhe, 2000).

La flora microbiana asociada con el diente y tejido periodontal en varios estados de
salud y enfermedad muestran un alto nivel de organizacion (Listgarten, 1976) con
marcadas diferencias entre biopeliculas analizadas en salud y en enfermedad. Las
bacterias asociadas con encia sana son predominantemente Gram-positivas,
aunque existen, en menor numero, Gram-negativas.(conocida como microflora

normal).

La acumulacion de bacterias sobre superficies soélidas no es un fenémeno
odontolégico exclusivo. Las biopeliculas se forman en todas las superficies
inmersas en medios acuosos naturales. Se forman con particular rapidez en medios
liquidos donde las bacterias reciben un aporte nutritivo regular (Genco, 1993, Lindhe,

2000).

En la fig. 10 se esquematiza la formacién de la biopelicula en cuatro fases:
Adsorciébn molecular para favorecer la formacion, adhesion bacteriana de
microorganismos aislados, desarrollo de la matriz extracelular y multiplicacion de
las bacterias adherentes, adsorcion secuencial de mas bacterias para formar una

biopelicula mas compleja y madura (Lindhe, 2000).
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Fig.9 Esquema de la formacion de la biopelicula

En el caso de la cavidad bucal, el proceso de la adherencia reinicia después de la
limpieza de los dientes en donde las proteinas salivales y glucoproteinas presentan
adsorcion en el esmalte formando la pelicula salival. Se puede observar que
componentes salivales causan agregacion significativa a la biopelicula (Gibbons,
1980). Se ha encontrado que las glucoproteinas mucinosas proveen un significativo
potencial como moléculas receptoras, las cuales estan involucradas en la

agregacién y adherencia de las bacterias (Demuth, 1990).

Las bacterias se adhieren de manera variable a estas superficies recubiertas. La
masa bacteriana aumenta debido a la proliferacibn continua de los
microorganismos adheridos, a la adhesion de nuevas bacterias y a la sintesis de

polimeros extracelulares.
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Biopelicula supragingival.

La formacion de la placa supragingival se inicia sobre la superficie dental cercana al
margen gingival. Dicha placa se divide en dos etapas. La primera involucra la
adherencia bacteriana (transporte y adhesion) a la superficie dentaria y la segunda
implica la proliferacion de las bacterias adheridas y la agregacion de nuevas
bacterias a este hecho se le denomina colonizacién. Tanto la primera como la

segunda etapa involucran bacterias de diferentes especies.

Contiene aproximadamente 30% de matriz intermicrobiana. Se encuentra adherida
a la superficie del diente y contiene predominantemente microflora Gram- positiva

(Slots, 1991).

Las primeras bacterias que se adhieren al diente son cocos Gram-positivos
aerobios facultativos. La biopelicula despues de 24 horas se compone sobre todo
de Streptococcus, siendo S. sanguis el mas destacado. Posteriormente bacilos
Gram-positivos, que inicialmente estan presentes en ndmeros muy bajos y
aumentan gradualmente como Actinomyces. Las superficies receptoras de los
cocos y bacilos Gram-positivos ayudan a la adherencia de organismos Gram-

negativos.

Biopelicula subgingival.

La cavidad bucal presenta diversas superficies de adhesion bacteriana: el epitelio
de la encia, el dorso de la lengua, las tonsilas, superficies del esmalte, el surco
gingival y la bolsa periodontal (si se presenta) presentando estas dos ultimas

diferentes condiciones de crecimiento (Quirynen, 1995).

Las bacterias en el surco gingival y la bolsa periodontal se adhieren al cemento
(Nyvad, 1987, Naito, 1988, Adriaens, 1988), al epitelio del surco y al epitelio de union

(Liakoni, 1987).
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Con la acumulaciéon y la maduracion de la placa supragingival se producen cambios
inflamatorios que modifican las relaciones anatémicas, entre el margen gingival y la

superficie dentaria.

Esta area retentiva determina un medio en el cual pueden colonizar los
microorganismos que no pueden adherirse con facilidad a las superficies duras

pero que si pueden adherirse a otras bacterias y al epitelio de la bolsa.

En la formacion de la placa subgingival también existe una combinacion de
reacciones de adhesidn, coagregacion y union de microorganismos y se pueden
distinguir tres zonas de placa subgingival. La relacionada con el diente, la no

adherida o libre flotante y la relacionada con el epitelio.

En este caso la biopelicula esta compuesta predominantemente por organismos
Gram-negativos y se encuentra menos adherida que la biopelicula supragingival. La
placa no adherida o libre flotante contiene bacilos y cocos gramnegativos, asi como
un gran numero de espiroquetas. Estas bacterias no se organizan de un modo

especifico y se mezclan con componentes no bacterianos.

La poblacion de la biopelicula es mantenida en un estado de equilibrio (Marsh, 1997),
pero la relativa proporcién de especies puede ser alterada drasticamente por
cambios en las condiciones ambientales (Marsh, 1991) tales como el potencial redox,

el pH (Dermid, 1990) y la provision de nutrientes esenciales (Marsh, 1992, Bowden, 1997).

El mecanismo preciso responsable de mantener la homeostasis en la biopelicula no
es totalmente comprendido, pero incluye las interacciones sinérgicas y antagonicas.
La estabilidad microbiana aumenta a través del desarrollo de las interrelaciones
nutricionales; la acumulacion de la biopelicula sobre el margen gingival provocan
una respuesta inflamatoria del huésped, esta respuesta aumenta el flujo del fluido

crevicular el cual provee una fuente de nutrientes a la microflora.
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Adherencia bacteriana e implicaciones odontoldgicas
Adhesion bacteriana

La adhesion bacteriana consiste en un fenémeno de interrelacion que se establece
entre los microorganismos y los tejidos del hospedero. Bacterias, de especies
similares o diferentes, se agregan entre si para organizarse en placas o
biopeliculas y desencadenar asi la iniciacién de las enfermedades presentes en la

cavidad bucal.

Mecanismo de adherencia

El acto de establecer interacciones bacteria-bacteria ha sido nombrado
“coagregacion” o “coadhesion” siendo estudiado en células en suspension o en un
sustrato solido. Junto con las ventajas que ofrece un grupo en biopeliculas a la
adquisicion de nutrientes bacterianos, proteccion de mediadores de inmunidad, y tal
vez intercambios genéticos, la coadhesion especifica entre algunos grupos
bacterianos. Han evolucionado probablemente como entre uno de varios tipos de
interacciones de adhesion que fomenta el establecimiento y la retencion de

comunidades microbianas mezcladas en superficies (Ellen, 1997).

El principal mecanismo de adherencia de las bacterias consiste en la interaccion
especifica entre dos moléculas, una bacteriana o adhesina y un hospedero llamado

receptor.

En revisiones de (Kwan — yat Zee, 1996, Marsh, 1994, Gibbons, 1980, Demuth, 1990) se ha
desarrollado una teoria que explica el mecanismo fundamental de la adhesion y

consiste en:

Primera fase: Transporte a la superficie.
Segunda fase: Adhesion inicial.

Tercera fase: Adhesion especifica.

Cuarta fase: Colonizacion.




Primera fase: Transporte a la superficie

El transporte de la bacteria hacia la superficie puede ocurrir de diferentes modos:
difusibn por movimientos Brownianos, a través de la sedimentacién de los

microorganismos, debido al flujo salival y/o al movimiento bacteriano.

Segunda fase: Adhesion inicial

Esta adhesion inicial se da por la interaccion entre la bacteria y la superficie. Debe
existir una distancia maxima aproximada de 50 nm para que intervengan fuerzas de

largo y corto alcance.
Fuerzas de largo alcance

Las bacterias pueden ser consideradas como particulas coloidales con vida (Slots,
1991) y como tales obedecen leyes fisicas y quimicas. A pesar de ello las bacterias
no forman coloides “ideales” debido a que tienen la capacidad de expresar diversos

componentes tanto interna como superficialmente.

Si una particula coloidal se aproxima a una superficie interactia con ella por medio
de 2 fuerzas: las Fuerzas de van der Waals (primera fuerza la cual actua a una

distancia de aproximadamente 50 nm) y las fuerzas electrostaticas.
Fuerzas de corto alcance

Si la particula alcanza el minimo primario (<2nm de la superficie) un grupo de
fuerzas de corto alcance (puentes de hidrégeno, interaccion esterica) dominan la
interaccion adhesiva y determinan la fuerza de adhesién. La bacteria en el minimo
secundario, puede alcanzar el minimo primario pasando la barrera de energia, pero
también se puede dar por protrusiones de la bacteria como fimbrias. Debido a que
la fimbria tiene un radio considerablemente mas pequefio la repulsidn electrostatica
en estas estructuras disminuird (dependiendo de su radio), la atraccion de las
Fuerzas de van der Waals permanecera constante, por lo que la barrera de

adhesién disminuira.
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Tercera fase: Adhesion especifica.

Después de la adhesion inicial un fuerte anclaje entre la bacteria y la superficie
puede ser establecido por interacciones especificas, por contacto directo o por una

unidon de apéndices filamentosos extracelulares.

El principal mecanismo de adherencia de las bacterias consiste en la interaccion
especifica entre dos moléculas, una bacteriana (adhesina) y otra del hospedador

(receptor).

Adhesinas

Su funcion es fijar las bacterias a una superficie, ya sea un tejido o material artificial
u otras bacterias. Las principales adhesinas son: la pared celular, la capsula, las
glucosiltransferasas, proteinas que fijjan glucanos, proteinas o glucoproteinas que
se fijan a la pelicula que recubre materiales duros o dientes, los acidos teicoicos, de
forma especial los lipoteicoicos, los polisacaridos del antigeno “O” y las fimbrias

(Liebana, 2002).

Receptores

Los receptores de los tejidos son reconocidos por las adhesinas de los
microorganismos, van a ser los compuestos que interactdan con las adhesinas,
puede tratarse de elementos celulares como, proteinas y glucoproteinas de la
membrana citoplasmatica, sustancias existentes en el medio de origen celular como

fibronectina o mucina superficies lisas a través de la pelicula adquirida.

Después de la limpieza de los dientes, las proteinas salivales y glucoproteinas son
adsorbidas selectivamente a minerales apatiticos del esmalte. Esta pelicula tiene
generalmente un espesor de menos de 1 um. La pelicula contiene pocas bacterias
en las primeras etapas (Socranscky, 1977), posteriormente la bacteria interactua con
ésta pelicula por medio de reacciones moleculares especificas (Quirynen Mé&Bollen,
1995). Se sabe que componentes salivales causan agregacion significativa a la

superficie como son las: moléculas de alto peso, como glucoproteinas mucinosas
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que inducen la agregacion y adherencia de diversas bacterias (Nyvad, 1987), ya que

proveen un significativo potencial como moléculas receptoras.

Esta capacidad de agregaciéon ha sido tomada como un papel importante en la
adhesion microbiana. Por instantes, glucoproteinas que contienen oligosacaridos

pueden servir como receptores para Streptococcus (Naito, 1988).

Otras proteinas (IgA, lactoferrina, lisozimas y amilasa) han sido encontradas en una
union especifica a microorganismos de la biopelicula, por lo que podrian actuar
como receptores de unién. Sin embargo, la conexién directa todavia no ha sido
establecida. Aunque todas estas proteinas pueden establecer una unién especifica
a las bacterias, su proporcion impide tomarlas como uniones significativas (Adriaens,

1988, Liakoni, 1987).

La colagena y la fibronectina tambien sirven como receptores para adhesinas de

diferentes bacterias.

Los mecanismos de adherencia microbiana mas reconocidos son:

Adhesion por acido lipoteicoico

El acido lipoteicoico esta formado por carbohidratos fosfatados, generalmente
glicerol vy ribitol fosfato. Deriva de la membrana plasmatica y penetra en la pared
celular de los estreptococos, por lo que el microorganismo presenta una carga

electronegativa que le permite adherirse al Ca® de la saliva.

Adhesion por union lectina- polisacarido

Las lectinas reconocen residuos de glicidos y se fijan a ellos. Esta unién se
produce mediante las fimbrias y moléculas de superficie de algunos
microorganismos, con polisacaridos que se encuentran en la pelicula salival y en
superficies de células procariotas y eucariotas. Este tipo de uniones se da también

en los casos de coadhesion bacteriana (Liébana, 2002).
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Adhesion por unidén proteina-proteina

Algunas adhesinas se unen con receptores proteicos (Lenderberg, 2000, Williams, 1992).
Esta union es mediada por componentes proteicos especificos del microorganismo
y receptores proteicos complementarios en la superficie (Marsh, 1997, Marsh, 1991,
Dermid, 1990).

Adhesién por polisacaridos extracelulares

Intervienen glucanos insolubles mutanos y proteinas superficiales que fijan
glucanos vy glucosiltransferasas. Las glucosiltransferasas son enzimas que
sintetizan glucanos y que pueden quedar unidas a la superficie bacteriana o ser

liberadas al medio.

La sintesis de glucanos determina la unién entre las células, este transforma la
absorcion de S. mutans de reversible en irreversible y le facilita la acumulacién de

estos sobre la pelicula salival.

Cuarta fase: Colonizacién

El desarrollo de la placa se debe al crecimiento de las especies para formar
microcolonias y a la coadhesion de mas bacterias de la misma o de diferente
especie. Esta coadhesién puede ser directa bacteria- bacteria debido a un receptor
de union especifico (Marsh, 1992, Bowden, 1997) o puede ser mediado por

macromoléculas salivales (Bowden, 1997)

El crecimiento de la placa es facilitado por la produccion de polimeros
extracelulares bacterianos. Ha sido establecido que el crecimiento de la placa
ocurre preferentemente por multiplicacién de los microorganismos ya adheridos que

por la coadhesién.
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Adherencia de Streptococcus mutans.

El inicio de la formacion de la placa dental depende de la adhesién bacteriana a los
componentes salivales absorbidos a la superficie dental. Varias especies de
Streptococcus viridans han sido repetidamente encontrados como los colonizadores

primarios de superficies dentales limpias (Scannapiego, 1995).

Varios estudios de la adhesién de especies de estreptococos bucales sugieren que
los mecanismos responsables para la adhesion a las peliculas salivales son
complejos. Hay una gran cantidad de mecanismos responsables de la adhesion

estreptococica (Scannapiego, 1995).

Es posible que la amilasa promueva la adhesién de las bacterias que utilizan éste
sistema, los metabolitos de bajo peso molecular de las dietas de almidén mediadas
por amilasa pueden aumentar la adhesion de bacterias a los dientes para promover
la formacion de plaéa dental. Ademas una gran cantidad de moléculas de amilasa
se encuentran unidas por una solo célula estreptocédcica, la pérdida de la
aglutinacién inducida por amilasa puede ser explicada por la localizacion tan
peculiar de los receptores de la amilasa en la superficie de los estreptococos a los

sitios polares y los sitios de division celular (Scannapieco, 1995).

Las investigaciones de Skopek y colaboradores demuestran que las proteinas
salivales en la presencia de numerosas bacterias aumentan la adhesion, Likewise
asegura que los alimentos compuestos, por proteinas semejantes a la caseina,

reduce la probabilidad de adhesion por S. mutans (Willershausen, 1999).

La adherencia es promovida por altas concentraciones moleculares de
glucoproteinas como aglutininas encontradas en la saliva de las glandulas parotida
y glandula submaxilar y por proteinas promotoras de adherencia de saliva (Carien,
1996).
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Los glucanos se consideran agentes universales de adicion que mantiene la placa
unida, esta habilidad de unirse solo es para algunos S. mutans debido a que
expresan una familia de enzimas glucosiltransferasas y proteinas de union a
glucanos (lectinas) que reconocen homologamente a los dominios glucano, la
adherencia inicial de los S. mutans a la pelicula es mediada por interacciones

especificas via glucanos y otras actividades de lectinas (Elien, 1997).

La firme adhesion es mediada por enzimas extracelulares activas tales como las
glucosiltransferasas (GTF), capaces de sintetizar glucanos adherentes. Las GTF se

encuentran en la cavidad bucal en forma libre a las células bacterianas.

Algunos estudios sugieren que S. mutans presenta principalmente 2 genes (gtfB y
gtfC) que codifican la sintesis de glucanos insolubles en agua (mutanos y fructanos)
y un gen mas (gtfD) que codifica la sintesis de un glucano soluble en agua
(dextranos) (Tao, 2002).

Las GTF determinan la formacion de glucanos insolubles los cuales son de peso
molecular elevado (GTF-I), mientras que las que lo hacen c¢on glucanos insolubles
son de peso molecular bajo (GTF-S). Los glucanos y los fructanos son faciimente
degradables por enzimas de tipo glucanasas y fructanasas rompiendo los enlaces
a1-6, B2-6 y B1-2, esto determina que se obtengan productos mas sencillos

(Liébana, 2002).

Produce 3 tipos de GTF: GTFB, GTFC, y GTFD que cooperan esencialmente para
la adherencia, se demostro que GTF-C juega un papel importante en la produccion
de glucosa adhesiva que facilita la adherencia de S. mutans sobre superficies

solidas (Ooshima, 2001).
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Adherencia sobre materiales dentales

Las superficies fijas de los dientes, protesis y aparatos implantados adquieren
peliculas bioquimicas por la absorcion de moléculas de los ambientes ricos en
proteinas como son: la saliva, el fluido crevicular, el suero y las matrices

intercelulares (Ellen, 1997).

La superficie rugosa de una prétesis con un rebase suave ofrece una colonizacion
mayor, cuando se compara con una prétesis convencional de resina acrilica

(Dixon,1999).

La adhesidon de microorganismos a una superficie es un requisito para la
colonizacion de dicha superficie. Los materiales utilizados en protesis bucales y
maxilofaciales son opacos, mas permeables y susceptibles a la colonizacidén
microbiana (Verran,1997). Los microorganismos bucales se adhieren a las superficies
de dentaduras y a la mucosa bucal formando asi la placa dental bacteriana (Okita,
1991). Sin embargo muchas bacterias bucales incluidos los estreptococos se

encuentran asociados con la patologia de la mucosa bucal (Okita, 1991).

La acumulacion microbiana de los materiales de restauraciéon es un problema
potencialmente serio. Junto con las propiedades antimicrobianas, otros factores
juegan también un papel en la adhesion entre ellos: la porosidad de las superficies
y su textura asi como la afinidad fisico-quimica y biologica entre los materiales y las

ceéluias microbianas (Okita, 1991).

Es bien sabido que se acumula menos placa en restauraciones de ceramica o

porcelana y una superficie rugosa acelera la acumulacion de dicha placa.

El incremento en la acumulacién de placa en la superficie rugosa de una
restauracién ceramica no solo ejerce una virulencia causando caries sino que es
una influencia nociva en el tejido periodontal. Para una restauracion completa, el
riesgo en la incidencia de caries es practicamente nula, pero sin embargo se debe
de poner atencion en los tejidos gingivales. Un terminado deficiente en pulido
genera superficies rugosas, induciendo a la acumulaciébn mayor de placa y a la

inflamacion del tejido periodontal (Kawai, 2000).
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Se ha reportado que la acumulacion de placa en restauraciones ceramicas es
menor comparada con otros materiales dentales como son las resinas o los
metales. El total de los componentes de la placa, como células y glucanos se
incrementa durante el tiempo de incubacion. Otra razén puede ser derivada del
hecho de que se acumula menos placa en una superficie que obtiene su
caracteristica lisa debido al sistema de pulido. Las superficies pulidas con diamante
han demostrado la menor acumulacion de células adheridas y glucanos (Kawai,
2000).

Sin embargo es frecuentemente aceptado que una superficie glaseada de una
restauracion de porcelana debe ser considerada como ideal. Los resultados
reportados muestran que una mayor cantidad de placa se adhiere en superficies
glaseadas, en comparacion con otras superficies que solo han sido pulidas (Kawai,

2000).

A pesar de que las superficies pulidas son conocidas por una falta de continuidad
y micro-grietas en la sub-superficie de la porcelana, estos defectos superficiales no
contribuyen a la adhesion total de placa (Kawai, 2000). Algunas consideraciones
respecto a lo anterior mencionan: que el total de bacteria y glucanos adheridos
aumentan durante el tiempo de incubacién, a 24 horas, la adhesion de la placa

pasa a formar una meseta.

Para la rugosidad de la superficie de cada método de terminado, las superficies
sometidas a una pasta de diamante son mas lisas (menor en comparacion con las

superficies glaseadas).

Las superficies pulidas con pasta de diamante muestran una menor cantidad de

adhesion de placa (que incluye a bacterias y glucanos).

A pesar de que la rugosidad de las superficies glaseadas es clinicamente
aceptable. Sin embargo, se sugiere que el terminado con pasta de diamante podria
ser el mejor método clinicamente aceptado desde la perspectiva de que minimiza la

adhesion de la placa (Kawai, 2000).

Los materiales de restauracion de base de resina para dientes anteriores en

especial composites han tenido aceptacion para restauraciones en dientes
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posteriores utilizando materiales similares de valor dudoso en incrustaciones

(Willershausen, 1999).

La mayoria de los autores menciona que algunas propiedades negativas de los

materiales restaurativos son:

a) Reduccion para el polimero.

b) Afinidad por el agua.

c¢) Limites de seguir pulido

d) Posible difusion de varios monémeros residuales dentro de la cavidad bucal.
e) Adaptacion de la perdida marginal

f) Perdida de material a traves de la abrasidn (Willershausen, 1999, Rueggeberg,1993).

Se han descrito tres tipos de bacterias con una alta habilidad para colonizar:
S. mutans es un importante factor causal de lesiones cariosas, S. oralis es un
organismo caracteristico involucrado en las fases tempranas de la interaccion con
mucinas en formacion de placa y A. naeslundii, es un colonizador de superficies

radiculares y de las principales especies aisladas de placa supra gingival
( Willershausen, 1999, Gibbons, 1980).

Existen estudios de crecimiento de bacterias, por cambios en su actividad
metabdlica y dafio sobre la superficie de materiales como consecuencia de
crecimiento bacteriano a largo plazo; es bien conocido, que la adherencia y la
actividad metabdlica de microorganismos en la boca son la causa primaria de una
variedad de condiciones que incluyen la caries dental y enfermedad inflamatoria de

la encia y de los tejidos periodontales (Witiershausen, 1999, Gibbons, 1980).

Los factores importantes que afectan la formacion de la placa incluyen las
superficies de sustratos libres de energla y la rugosidad de estas superficies, esto

ha sido demostrado, que especies de bacterias particulares tienen una preferencia

para colonizar ciertas partes del diente y algunas de estas se adhieren fuertemente

al cemento o esmalte (Willershausen, 1999).
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En la primera etapa de la formacién de placa, la interaccion inicial entre
microorganismos y sustrato, hidrofobico y electrostatico son cruciales (Willershausen,

1999).

Adicionalmente se han hecho intentos de mejorar a los materiales basados en
resina en un intento de que contengan un efecto antibacteriano por la adicion de
fluoruros, para que se libere gradualmente su contenido dentro del medio ambiente

bucal (Willershausen, 1999).

Existen estudios en donde se compara la acumulacién de placa sobre cementos de
iondmero de vidrio y compuestos hibridos. Estos han mostrado que la superficie
rugosa de los materiales tienen una gran influencia de acumulacién de placa y que

estos materiales liberan sustancias potencialmente antibacteriales.

Por otro lado, en otro estudio se observd que las propiedades superficiales son
menos importantes para adhesion bacteriana que su composicién (Willershausen,

1999).

Algunos estudios sugieren que existen cambios en la adherencia de bacterias en
determinado tiempo sobre la superficie de compuestos basados en resina. La
superficie de estos materiales fue observado por Microscopia Electrénica de
Barrido donde se detectan pocos cambios sobre la superficie del material posterior
a la exposicion de S. mutans. Sin embargo fue significativa la colonizacién de las

mismas debido a la aspereza de la superficie de resinas (Willershausen, 1999).

Otros estudios in vitro e in vivo, muestran que las restauraciones de resina
comnosite, tienden a acumular mas bacterias y placa dental que otras
restauraciones de otros materiales, con resultado de caries secundaria se muestra
que el incremento de esta; asi como la acumulacién de placa, se eleva con

presencia de materiales de restauracidn (Tanagawa, 1999).
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Tanagawa y colaboradores(1999), demuestran que las restauraciones con
ionémero de vidrio con aleacion de plata es antibacterial e inhibe el crecimiento de
S. mutans, debido a que los iones de plata son selectivamente téxicos para
microorganismos procariéticos y se observa disminucién de caries secundaria, se

revisaron tres tipos de ionomero de vidrio (Novaron, Amenitop y AlS).

Ademas, existen muchos factores que juegan un papel importante en la
acumulacion bacteriana. Entre estos se encuentran: la calidad de la superficie,
tamafio de la particula, resistencia a la compresién, corrosién, desgaste entre otros,
que implican in vivo modificaciones de propiedades fisicas y quimicas sobre los

materiales de restauracién (Maya, 1998).

Caracteristicas del Polimetilmetacrilato

La introduccién de los polimeros acrilicos en odontologia fue después de la
Segunda Guerra Mundial, los polimeros sintéticos eran originalmente desechos de
laboratorio, residuos que quedan después de ciertas reacciones organicas

derivadas del petroleo y del gas natural.

Cuando la quimica moderna llega en los afios 50 y 60 permite el aprovechamiento y
desarrollo de este tipo de sustancias, siendo la resina acrilica o polimero acrilico el
mas utilizado en odontologia para restauraciéon de estructura dental y reemplazo de

los dientes.

El metilmetacrilato es derivado del &cido poliacrilico, unido a un polimero nos da
como resultado el polimetilmetacrilato usado en nuestro campo por sus diversas
propiedades esenciales y su biocompatibildad, ademas de ser un material

economico, de facil procedimiento y manipulacién.

Su aplicacion en rehabilitacién bucodental es en bases de prétesis removibles
totales o parciales, coronas provisionales, existen otros usos como son;

portaimpresiones individuales, aparatos removibles de ortodoncia, resinas de
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obturacion directa, mufiones, dientes artificiales, retencién de brackets de
ortodoncia, férulas de relajacion y quirtrgicas, obturadores para fisuras, implantes

quirdrgicos.

Fig.10 Mantenedor de espacios que se utiliza en ortodoncia.

El polvo esta compuesto por microesferas transparentes o pigmentadas de
polimero de polimetilmetacrilato mas perdxido dibenzoico como iniciador, &l liquido
corresponde al mondmero de metilmetacrilato que contiene hidroquinona como
estabilizador ademas un activador quimico, como son aminas terciarias

(Kenneth,1998).

Recordando que este material tiene una polimerizacion por adicién estos
componentes son importantes debido a las etapas que cursa el material los cuales

son:

Iniciacion. Hay radicales libres estos se obtienen por el peroxido de benzoilo que,
durante el calor, sus moléculas se fragmentan en dos radicales libres, los cuales

inician la polimerizacion del monémero del metilmetacrilato.

Propagacion. Las reacciones en cadenas deberan continuar, con la evolucion del
calor, hasta que todo el monémero se transforme en polimero, pero la

polimerizacién no se completa nunca.

Terminacion. Las reacciones en cadena terminan por acoplamiento directo o por
intercambio de atomos de hidrégeno de una cadena en crecimiento, los radicales

libres interactuan y forman un enlace covalente.
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Transferencia de la cadena. El proceso difiere de la terminacion en que el estado
activo se transfiere de un radical activo a una molécula inactiva creando un nudo de

crecimiento (Kenneth,1998).

Durante su manipulacidon se mezcla el polvo y el liquido hasta obtener una
consistencia fluida, el amasado y la polimerizacion se realiza simultAneamente a su

manipulacion (Vallitu, 1999, Waltimo, 1999).

El polimetiimetacrilato es una resina clara que trasmite la luz en un campo
ultravioleta con longitud de onda a 250 nanémetros, con una dureza de 18 a 20
Knoop, una resistencia a la tension de 60MPa aproximadamente y una densidad de
1.19g/cm®, con un modulo de elasticidad de (2400MPa).

Es quimicamente estable al calor, se ablanda a 125°C y puede ser moldeado como
un material termoplastico, este muestra una tendencia a absorber agua mediante el

proceso de imbibicion (absorbe agua).

Su presentacion es polvo y liquido, la manipulaciéon como ya se comento se lleva
acabo por la mezcla de polvo-liquido donde el liquido comienza a humedecer al
polvo dando un aspecto y consistencia de arena, despues el liquido disuelve al
polvo parcialmente formando una masa pegajosa, cuando se ha producido la total
disolucién del polvo, se convierte en una masa plastica nada pegajosa, comienza a
endurecer debido a la reaccion de polimerizacion, la energia desprendida se
elimina en forma de calor, de ahi que se produce un calentamiento en el acrilico, al

final hay una contraccion del acrilico.
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TECNICAS PARA EL ESTUDIO DE BIOPELICULAS

Microscopio electronico de Reflexion o Scanning

El Microscopio electronico de reflexién o scanning también conocido cominmente

como Microscopio Electronico de Barrido (MEB).

Se basa en la teoria de que un campo electromagnético actua sobre un haz de
electrones de manera analoga a la accion de una lente de cristal sobre un haz de
fotones, no se puede usar en especimenes vivos debido al alto vaci6 requerido en
ciertos MEB, los especimenes deben estar preparados y secos para poder observar

(La practica histologica, 1998).

La introduccién de la Microscopia electrénica en la investigacién constituye un
desarrollo significativo para los estudios microbianos en general, debido a que el
tamafio de muchas bacterias se acerca al ultimo poder de resolucion del

microscopio optico (Lindhe, 2000).

Tamailos relativos de las céiulas y sus componentes
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Fig.11 Esquema de los tamafios relativos de las células y sus  componentes.

(fai.unne.edu.ar/biologia/microgeneral/04_micro.htm)




Es un instrumento disefiado para estudiar, en alta resolucion la superficie de los

solidos y caracteristicas morfologicas y topogréficas de la muestra (Yacaman,1995).

Es un sistema de circuito cerrado de television. Los electrones emitidos de un
catodo de tungsteno son acelerados a través de un sistema de lentes magnéticas
que disminuyen el diametro del haz y una bobina de barrido desvia dicho haz sobre
la muestra siguiendo un patron de rastreo (Barrido). Cuando éste haz interactua
con la muestra se produce electrones secundarios, los cuales son colectados por
un detector y posteriormente transformados y amplificados para producir una

Imagen visible en una pantalla de rayos catodicos (Fotones).

El microscopio cuenta con las siguientes partes: optica electrénica, camara del
especimen, circuitos de alimentacién de la 6ptica electrénica, generacion de alto
voltaje y de produccién de barrido, detectores de electrones secundarios emitidos
por la muestra, electrones retrodispersos y otros tipo de detectores y dispositivos

para observacion y registro de las imagenes (Vazquez , 2000).

Tiene una resolucion de 10 a 20nm, la ampliacion maxima del MEB fluctia entre
15000 y 50000 diametros. Al rastrear la superficie, el haz de electrones es
absorbido por la superficie y genera una emisién secundaria de electrones captada
por el sistema integrador y el decodificador de imagen para proyectaria en un

monitor o bien en el sistema de registro de una placa fotografica.

También se puede obtener, la imagen por reflexion del haz de electrones,

absorcién, catodoluminiscencia y Rayos X (La practica histologica, 1998)
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Fig.12 Esquema que resume las similitudes y diferencias entre los diversos tipos de microscopios.

(fai.unne.edu.ar/biologia/microgeneral/04_micro.htm)

Las ventajas que ofrece este aparato es su gran profundidad de campo, una
imagen tridimensional, la posibilidad de visualizar muestras de gran tamafio, una
gran gama de aumentos, resolucion, facilidad de variar el aumento sin modificar la
distancia focal y la posibilidad de obtener del espécimen diversos tipos de
informacion por ejemplo los analisis cuantitativo y cualitativo quimicos

(microanalisis) (Programas de estudio teorico-practico, 1998).

Las muestras pueden ser organicas o inorganicas y deben prepararse antes de ser
observadas, estos especimenes deben desecarse e ionizarse con una capa
conductora de carb6n (60-100 nm) y con una pelicula de metal (oro, plata, platino,
paladio, etc.) de grosor semejante (La practica histologica,1998, Programas de estudio

tedrico practico,1998).
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Estudio de Biopeliculas

En algunas investigaciones se han utilizado diferentes métodos para el estudio de
la adherencia de diversos microorganismos en materiales restaurativos,
polimetilmetacrilato y resinas acrilicas. Que pueden ser tinciones, microscopia
electronica de barrido, microscopio foténico, microscopio de fuerza atémica.,
marcadores radioactivos, entre otros. No solo centran el estudio en la adhesion,
sino tambien en la formacién y configuracion de biopeliculas, asfi como la
interaccion de determinadas proteinas o productos extracelulares que participan en
la adhesion.

El estudio del “papel de la proteina RpoS en la formacion de biofilms de Escherichia
col" se utiliza cristal violeta al 1% para poder realizar la cuantificacion a partir de la

decoloracion del biofilm y después medir por espectrofotometria (Corona, 2002).

Anneta Razatos y colaboradores identificaron “determinadas moléculas de la

adhesion bacterial por monitores de microscopia de fuerza atémica” (1998)

Ahn y colaboradores “papel de la proteina salival en la adherencia de
Streptococcus oralis en varios brackets de ortodoncia” (2002) utilizan un marcador
radioactivo, el cual emite una sefial para determinar el nimeros de células

adheridas.

Kurt y cols. Reporta que en la “sintesis de glucanos in situ en pelicula salival
experimental, su funcién especifica en sitios de unién para S. mutans” (1992)
estudiaron un modelo para la adsorcion de la bacteria a la Hidroxiapatita (HA), de
manera similar a Clark y colaboradores(1978), donde se estudiaron las GTF en

peliculas experimentales formadas sobre HA, se incorpora un marcador radioactivo
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de glucosa en el polimero adherente y se cuantifico la sefial emitida de este, el
conteo directo determino el nimero de bacterias adherentes. También se examina
la estructura de la pelicula experimental y la observacion directa de la unién de S.

mutans a la HA por microscopla electronica de barrido.

En “adherencia bacterial in vitro sobre peliculas de materiales de restauracion
estetica” de Shanal y colaboradores (1998) utilizan electroforesis para determinar
las proteinas salivales absorbidas sobre varios materiales dentales como lonémero
de vidrio y Oxido de Zinc, ademas utilizaron Microscopia electrénica de barrido para

visualizar la adhesion de la bacteria en la superficie de las muestras.

Verran y colaboradores trabajan con “Retencién de Candida albicans en resinas
acrilicas y silicon con diferentes topografias de superficie” (1997), examinan las
muestras por medio de microscopla de fluorescencia, haciendo un conteo del

numero de células adheridas por campos.

Otros estudios utilizan microscopia electronica de barrido donde determinan el
namero de células adheridas, los cambios morfolégicos que sufre el material,
caracteristicas de las superficies de las muestras y uniformidad en su topografia
principalmente. (Valittu y cols, 1999), (Monsenego y cols, 2000), (Willershausen y cols, 1999),
(Waltimo y cols, 1999), (Kagermeier-Callaway y cols, 2000).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La microbiota bucal es una de las mas complejas, variadas y pobladas de nuestro
organismo, donde encontramos comunidades microbianas en equilibrio que viven

adheridas a los tejidos epiteliales y dentales de la boca.

Los Streptococcus facultativos y anaerobios, Veillonella, y Difteroides facultativos y

anaerdbicos suman aproximadamente el 80% de los microorganismos bucales.

Existen bacterias con caracteristicas particulares que les proporcionan una alta
capacidad de adhesion a tejidos inertes y superficies plasticas; estos estan

implicados en la salud periodontal y en la integridad del tejido dentario.

Conforme los dientes se pierden o se rehabilitan, los sitios disponibles para la
colonizacion bacteriana van cambiando, los microorganismos requieren nuevas
superficies donde adherirse para después colonizar, son las protesis que sustituyen
o rehabilitan a los dientes las que proporcionan un medio adecuado para

multiplicarse y colonizar.

El polimetiimetacrilato (PMMA) es un material que se utiliza en la fabricacion de
provisionales para protesis parcial, fija y removible, aparatos de ortodoncia,
prostodoncia. Se menciona que las propiedades de este material favorecen de
manera importante la adhesién bacteriana. La adherencia bacteriana es un

requisito para la colonizacion.

El Streptococcus mutans posee una elevada capacidad de adherencia a superficies
inertes y tejidos duros, representa uno de los modelos de adhesion y coagregacion
bacteriana mas complejos en la formacion de biopeliculas dentales y de materiales
plasticos, por lo que el estudio de su adherencia a la superficie del

polimetilmetacrilato determina las bases de este estudio.
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HIPOTESIS

Es mayor el numero de bacterias de S.mutans adheridas a la superficie de
especimenes de polimetilmetacrilato en un periodo de inoculacion de 48 hrs que de
24 hrs.

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar in vitro algunos factores relacionados con la adherencia del S.mutans

sobre superficies de polimetilmetacrilato.

Objetivos Especificos

Demostrar la formacion de biopeliculas sobre la superficie de especimenes de
PMMA en diferentes periodos de tiempo (30 min, 1, 2, 3, 6, 12, 24 y 48 hrs)

Identificar la participacion de la porosidad del PMMA en la adherencia bacteriana.

Determinar la variacion en el nimero de bacterias adheridas a la superficie de

especimenes de PMMA a 24 y 48 hrs,

56




MATERIAL Y METODOS

Preparacion de especimenes

La preparacion de los especimenes se llevo a cabo &l en Laboratorio de Prétesis de
la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia.

Se conformaron un total de 60 muestras de PMMA Jet Lang® con un conformador
IPS-CORUM SHADE TAB®. Con base en la relacion polvofliquido y las

instrucciones que nos da el fabricante de este PMMA. Las muestras se dividieron
en 2 grupos de estudio.

Se realizaron experimentos para los siguientes grupos de estudio:
Especimenes con inoculacion de 24 hrs.
Especimenes con inoculacién de 48 hrs.

Los experimentos se realizaron por triplicado en 9 ocasiones diferentes.

Microbiologia

La preparacion de los medios de cultivo, soluciones y prueba se realizaron en el
Laboratorio de Patologia Experimental Area de Microbiologia (Divisién de Estudios
de Posgrado e Investigacion. Facultad de Odontologia, UNAM).

Medios de cultivo y soluciones.

MSB (agar mitis salivarius-bacitracina)

Como medio selectivo, se utilizo agar mitis salivarius-bacitracina (MSB), preparado
con Agar Mitis-Salivarius (MSA) al que se le afiade 0,2Ul/mL de bacitracina y 15
gramos mas de sacarosa por cada 100 mL. En este medio S. mutans produce
colonias convexas, onduladas y opacas de color azul oscuro con margenes
irregulares y superficie granular, que se adhieren a la superficie del agar y varian en

tamario desde 0.5 a 1.0 mm de didmetro.
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TCSYB20 (Tripticasa, extracto de levadura, cistelna, sacarosa y bacitracina)

Medio de cultivo preparado con caldo de soya tripticasa 30gr, extracto de levadura
10gr, sacarosa 200gr, bacitracina 200 u/mL por cada litro de agua desionizada.

Caldo de Soya Tripticasa

Preparada con 1 litro de agua desionizada y 30grs de polvo (DIFCO, USA).

Soluclén Neutralizadora

Solucién neutralizadora; preparada con caldo peptona de caseina-lectina-
polisorbato 25gr, dextrosa 10gr, tioglicolato de sodio 1gr, tiosulfato de sodio 6gr,
bisulfito de sodio 25gr, parpura de bromocresol 0.002 gr, estos componentes por
cada litro de agua desionizada.

Preparacién del in6culo

De un cultivo puro de S. mutans se sembraron tubos inclinados de agar MSB por
estria simple, se incubaron los cultivos a 36+/- 2° C durante 24-48 hrs.

Los cultivos puros se cosecharon en caldo TCSYB20, se centrifugaron y se lavaron
en tres ocasiones con 10 ml de PBS y se obtuvo una suspensién de S. mutans.

De esta se prepard una suspension de inoculacién en caldo TCSYB20 estéril,
calibrada a una concentracion final de 0.1 en densidad dptica a 320nm la cual se
midié por espectofotometria (Espectofotémetro Blo Rad® France), equivalente a
1.5 x10° cel/mL aproximadamente.
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Ensayo de Adherencia

Para hidratar las muestras, cada una de ellas se sumergié en un frasco con 3 mL
de agua desionizada estéril durante un periodo de 1 hr previo a la realizacién del

ensayo de adherencia.

Una vez preparado él indculo cada espécimen se sumergid en una suspension de
TCSYB20 conteniendo S. mutans a una concentracion de 0.1 de densidad éptica
320 nm. Sumergidos los especimenes se incubaron durante 24 y 48 hrs a 36+ 2°

C, sin agitacion.

Pasado el tiempo de incubacion cada espécimen se retiré de la suspension y se
lavaron por 10 ocasiones en un frasco con agua desionizada estéril para eliminar el

exceso de caldo depositado en su superficie y dejar solo las células adheridas.

Lavados los especimenes, se sumergieron en un frasco con 3 mL de solucién
neutralizadora y se agitaron vigorosamente en un agitador vortex (Vwr scientific)
durante 30 segundos para desprender las células adheridas a la superficie del

especimen.

Una vez logrado el desprendimiento de las células de la superficie de
polimetilmetracrilato, se obtuvo una suspensién de S. mutans en solucion
neutralizadora, de esta suspension se tomaron 100 pl y se realizaron diluciones de

10" a 107 en caldo de Soya Tripticasa.

Cada dilucion se sembré por vertido en placa con agar MSB y se incubaron las

placas en anaerobiosis a 36° C durante un periodo de 24 a 48 hrs.

Se realizo el conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) en cada una de
las placas, se incubaron a 24 y 48 hrs para el conteo se utilizaron las placas de las

diluciones que presentaron colonias contables.
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Observacion de la superficie del PMMA con Microscopia

Electrénica de Barrido (MEB)

LLos especimenes se inocularon siguiendo el procedimiento ya descrito, con
tiempos de 30 min, 1, 2, 3, 6, 12, 24 y 48 hrs. Pasado el tiempo de inoculacién los
especimenes se lavaron con PBS 10 ocasiones Yy se fijaron en etanol absoluto
durante 5 min, se secaron a temperatura ambiente y se almacenaron para la
observacion en el MEB (JSM35CF).

Cada espécimen se monto en balines de latén y se ionizd6 con una capa de oro-

paladio durante 3 min a 1500 KV y a 10 pA.

Se realizaron observaciones rastreando el espécimen en su totalidad tomando

micrografias en ampliaciones de 1000x hasta 10,000x.

Muestras analizadas.

Se analizaron muestras de polimetiimetacrilato autopolimerizable (PMMA) Jet

Lang®.

Tipo de muestra

De conveniencia.

Tamano de la muestra

Para el ensayo de adherencia se evaluaron 60 muestras, mientras que para la

observacion con MEB se elaboraron 10 muestras.
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RESULTADOS.

Ensayo de adhesion a 24 y 48 hrs.

Las bacterias adhendas a la superficie de los especimenes de PMMA, se
calcularon mediante el conteo de UFC obtenidas a partir de las bacterias

desprendidas, en periodos de 24 y de 48 hrs de post-inoculacion.

La cuantificacion de UFC en estos experimentos demuestran que a las 24 hrs de
incubacion el promedio de UFC fue de 72.6 y a las 48 hrs 139.9 (Tabla 2).

Con esto corroboramos que nuestro cultivo primario contenia la cantidad de

bacterias necesarias para nuestra observacion en MEB.

Tiempo Promedio UFC (DS)
24hrs 72,593 +£5.2
48hrs 139.889 + 5.1

Tabla.2 Andlisis del conteo de UFC

Analisis por Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

La formacién de biopeliculas, el desarrollo de S. mutans y su adhesion a la
superficie de PMMA, fue demostrado utilizando un MEB.

Las observaciones con MEB proveen informacion sobre las diferentes morfologias
superficiales del microorganismo en la estructura de las biopeliculas en diferentes

periodos de tiempo.
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Se analizaron dos muestras como control positivo para observar las caracteristicas
morfologicas de S. mutans y del PMMA .(Fig. 13A y 13B) Donde el cultivo de

S. mutans se desarrollo, es adecuado, asi como su morfologia. El acrilico nos

mostrd su heterogeneidad, libre de bacterias.
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Fig. 13A y 13B. Micrografia de cultivo de S. mutans, espécimen de PMMA a 3200X.

El analisis morfologico de la formacién de biopeliculas en periodos de tiempo de: 30
min, 1, 2, 3, 6, 12, 24 y 48 hrs, se observaron en ampliaciones en 3200x con el
objetivo de demostrar la formacién de biopeliculas sobre la superficie de los
especimenes, asi como las caracteristicas morfoldgicas de S. mutans sobre el

PMMA en diferentes periodos de tiempo.

El analisis de MEB fue cualitativo y en este observamos una diferencia notable

entre 30 min y 48 hrs en cuanto al aumento de bacterias adheridas.

Su tamafio esta dentro de los parametros de 0.5 a 1.0um, donde se aprecia que fue

aumentando entre 30 min a 48 hrs.

En las observaciones apreciamos que en nuestro espécimen de PMMA sin cultivo
no hay presencia de oquedades y concavidades, no hay homogeneidad, en nuestro

especimenes ya inoculados observamos oquedades.
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A los 30 min (Fig.14) el aspecto del PMMA consiste en la apariencia de oquedades

y asi como la de bacterias.

it T
Fig. 14, Micrografia de 30 min de post-inoculacién a 3200X.

Transcurridos 60 min (Fig.15) va aumentando la cantidad de bacterias y hay mayor

colonizacion y ocupando espacios de las oquedades del PMMA.

Fig. 15. Micrografia de 60 min de post-inoculacion a 3200X.

A los 120 min disminuye la cantidad de bacterias, observandose solo en

oquedades.

63




A las 3 hrs (Fig.16), también disminuye la cantidad de bacterias en comparacién
con 2 y 1 hr, su organizacién aumenta para su colonizacién, hay presencia de

puentes intercelulares, se observan solo en las oquedades.
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Fig.16 Micrografia de 3 hrs de post-inoculacién a 3200X.

A las 6 hrs se denota la adherencia bacteriana en aumento, su organizacion en la
colonizacion es mayor, los puentes intercelulares contindan y las bacterias

contindian en las oquedades

Transcurridas 12 hrs (Fig. 17) las bacterias siguen en aumento, se observan
cadenas aisladas y formacién de puentes intercelulares, localizadas en las

oquedades.

Fig.17 Micrografia de 12 hrs de post-inoculacion a 3200X..
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A las 24hrs (Fig.18) es un cambio notable ya que se incrementa la cantidad de S.
mutans, se agrupan en multiples colonias conglomerandose, hay puentes
intercelulares, la adherencia bacteriana es observada tanto en la superficie lisa

como en las zonas porosas, apreciandose completamente saturadas.

Fig.18 Micrografia de 24 hrs de post-inoculacion a 3200X.

Hasta las 48hrs (Fig. 19) se observa la forma y tamafio de la bacteria invadiendo
toda la superficie formando un conglomerado que recubre en su totalidad al

material tanto defectos estructurales como superficies lisas.

i
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Fig. 19 Micrografia de 48 hrs de post-inoculacién a 3200X.
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Se realizé un analisis de cinco campos, en fotos con una ampliaciéon de 3200x
donde se contd el nimero de bacterias. Como se puede observar, en la grafica 1 la
cantidad de bacterias se incrementd notablemente a las 24 y 48 hrs, la diferencia
en la cantidad de éstas a las 48 hrs, comparadas con el resto de los tiempos fue

estadisticamente significativa (Kruskal-Wallis p<0.05).

CUANTIFICACION DE ADHERENCIA BACTERIANA

(12

140 A

NUMERO CE BACTERIAS

Orn 30m B0m 120m 3h Bh 12h 24h 48h
TIEMPO POSTINOCULACION

'F{(’\%USKAL-WALLIS ANOWA (RANGOS) p<0.05 (Todos vs 468 h)

Grafica 1. Analisis estadistico del nimero de bacterias Kruskal-Wallls anova (rangos) p<0.05 (todos vs 48 hrs)
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DISCUSION

La adhesion y colonizacion de microorganismos bucales en la superficie de los
dientes y en restauraciones se considera crucial en el desarrollo de caries y
enfermedad periodontal (Tanner, 2000) lo que motivo el presente estudio. La
acumulacion y maduracion de placa bacteriana en el margen gingival es
ampliamente reconocida como el factor etiologico primario en el desarrollo de la

gingivitis crénica (Saito, 1997).

La adhesion bacteriana en la superficie de los dientes es un proceso complejo que
involucra la formacion de las peliculas salivales y la competencia de varios
microorganismos bucales para adherirse en un sitio (Tanner, 2000), fendmeno que

también ocurre en superficies acrilicas.

Las biopeliculas dentales se forman en algunas superficies duras de la cavidad
bucal, semejantes al esmalte, implantes, aplicaciones ortod6nticas y materiales de
restauracion (Steinberg, 2002). La adhesion bacteriana sobre superficies sélidas ha
sido explicada por interacciones fisico quimicas como son las diferencias de

cargas de las superficies hidrofobicas y parametros termodinamicos (Tanner, 2000).

La fase temprana de la colonizacién comienza por los factores intrinsecos fisico-
quimicos de las propiedades superficiales de los materiales para la restauracion y
por los mecanismos activo y pasivo de la adhesion bacteriana (Montarano, 2004), este
estudio analiza la adhesién desde el punto de vista en la colonizacion bacteriana

sobre materiales de restauracion.

Los resultados de este estudio revelan que a 30 min hay presencia de S. mutans,
inmaduro y la colonizacion es escasa, en cambio a las 24 y 48 hrs encontramos
que la colonizacion ya esta mas marcada y madura, no solo se presenta en las
oquedades sino también en superficies lisas. Corroboramos la porosidad del
material, es poroso y tiene defectos en la superficie lo que ayuda a la adherencia de
la bacteria, es importante mencionar que conforme va pasando el tiempo S. mutans

va aumentando la colonizacién.
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Montanaro y colaboradores (2004) investigo la morfologia in vivo con el MEB
mostrando que la superficie de los materiales restaurativos aparecen cubiertos por
células bacterianas, observando que algunos materiales posiblemente favorecen la
formacion de multiples capas en la biopelicula, confirman la adhesion y la
colonizacion de S. mutans en superficies de materiales restaurativos se lleva acabo
en la ausencia de proteinas especificas de la saliva en un periodo tan corto como
de 4 hrs.

Los resultados obtenidos in vitro en este estudio demuestran que los
microorganismos que forman parte de la placa bacteriana tal como el S. mutans se
adhieren a la superficie de PMMA utilizado para restauraciones provisionales

debido a la alta porosidad del material.

La adherencia bacteriana en varios materiales, incluyendo hidroxiapatita, celulas
epiteliales y materiales dentales es extenso (Saito, 1997) La formacion de
biopeliculas en materiales dentales es el resultado de interacciones fisico quimicas
complicadas entre las superficies duras y la adsorcion de macromoléculas y

bacterias (Steinberg, 2002).

Nuestros datos son parcialmente relacionados a la alta capacidad de adhesion que
presenta S. mutans a una variedad de superficies, particularmente biomateriales
como el PMMA, el cual es ampliamente utilizado en Odontologia,
subsecuentemente estos microorganismos forman comunidades espaciales bien
organizadas, particularmente en las zonas irregulares y porosas de la superficie de
PMMA en periodos posteriores a 24 hrs, alcanzando una marcada madurez a las

48 hrs, como lo revelan nuestras observaciones realizadas con MEB.

Skopek y cols. (1993) condujeron un experimento de adhesion sobre superficies
dentarias y concluyeron que el tipo de superficie y el tiempo son factores primarios
de interés experimental, mencionan que en periodos de 4 a 24 hrs no se describe
una relacién entre la dinamica del crecimiento de la bacteria a diferentes tiempos en
diferentes superficies. Nuestros analisis revela que existen diferencias significativas
entre el numero de células adheridas y sus caracteristicas morfolégicas en

diferentes periodos de tiempo, presentandose mayor numero de células adheridas
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después de 24 y 48 hrs con morfologias bien delimitadas, agrupaciones definidas,

confluentes y uniformes.

La resina autopolimerizable ofrece beneficios satisfactorios a corto plazo, pero su
exposicion al bolo alimenticio, saliva y otros fluidos, propicia cambios progresivos
de color, ademas del deterioro de la textura de la superficie del PMMA (Emitiaz,
1998).

Los provisionales en protesis, son fabricados de PMMA los cuales presentan
diferentes tipos y grados de porosidades dependiendo de su manipulacién, la

textura con mas porosidad, favorece la adherencia de microorganismos.

Una baja dureza y las porosidades de la superficie provee nichos en los cuales los
microorganismos son protegidos de fuerzas externas como la higiene bucal, lo que
permite que las células microbianas atrapadas se adhieran irreversiblemente a las
superficies (Taylor, 1998). Diferentes estudios de laboratorio indican que las
superficies lisas de esmalte y de acrilico son menos receptivas que las rugosas, en

lo que se refiere a la colonizacion bacteriana y formacién de placa (Phillips,1991).

Nosotros observamos que la adhesion de S.mutans sobre superficies de PMMA y
su posterior maduracién ocurre en mayor grado en las zonas retentivas debidas a la
poros'idad del material, sin embargo cuando las biopeliculas maduran la
colonizacién se presenta tanto en zonas porosas, protegidas de fuerzas externas,
donde los cocos se observan bien delimitados, agrupados y firmemente adheridos

al material y entre si.

Probablemente como lo describe Ooshima y cols (2001) las glucosiltransferasas
(GTFc) juegan un papel muy importante en la produccién de glucanos, los que
facilitan la firme adherencia de S. mutans en superficies sélidas. En este sentido
coincidimos con los resultados de Verran y cols (1997) respecto a que las
diferencias de la topografia de la superficie, el substrato hidrofobico y quimico
afectan la unibn de microorganismos a las superficies, observandose un alto

namzaro de células que se retienen en las superficies rugosas.
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Algunos estudios han sugerido que ocurren cambios de la superficie de los
materiales de restauracion a base de resina, a causa de los efectos bacterianos por

los componentes organicos de los materiales (Willershausen, 1999).
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados demuestran que [a adhesion y posterior colonizacion de

S. mutans puede ocurrir sobre superficies de polimetilmetacrilato material universal
utilizado en Odontologla para la fabricacion de prétesis provisionales y otras
restauraciones, sin la presencia de proteinas salivales o algunos otros factores

presentes en la cavidad bucal que facilitan ia adhesion.

Conforme se aumento el tiempo de incubaciéon se observo mayor cantidad y mayor
colonizacion de S. mutans. A los 30 min,1,2,3,6 y 12 hrs S .mutans se observa
desarrollandose principalmente en las porosidades del material que incluyen las

oquedades y diversos defectos del material.

Después de 24 hrs S. mutans se organiza en multiples colonias en una mayor
extension que incluye tanto porosidades como superficies lisas formando multiples

colonias, agrupandose en cadenas y conglomerados complejos.

Observamos que en el espécimen de PMMA limpio no hay presencia de
oquedades, pero el material se aprecia que no es homogéneo, en cambio los

especimenes ya inoculados con S. mutans presentan oquedades.

Es de suma importancia tener en cuenta que en el periodo de 30 min ya hay
adherencia bacteriana mas no una maduracién y organizacion adecuada en la
colonizacién, lo que nos permitiia recomendar el uso de un antiséptico como
método de prevencion y buscar alguna ofra alternativa para intervenir en la
maduracién de las bacterias y asi evitar principalmente la enfermedad periodontal.
Para mayor efecto en la colocacion de restauraciones definitiva en un futuro en

Odontologia.

El conocimiento basico de la microscopia es importante para todas las ciencias
aplicadas. Podriamos trabajar con un microscopio sencillo hasta uno sofisticado
dependiendo de la investigacion. No se puede iniciar un protocolo hasta tener la

informacioén y orientacidn del estudio que se realizara.
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Durante la investigacién se va adquiriendo mas conocimientos de el proyecto lo que

puede llegar a desviar el tema inicial y concluir con otra hipotesis.

Los odontologos convivimos a diario con microorganismos bucales que se prestan
para la colonizacion en ciertos materiales de restauracion y dependiendo de sus

caracteristicas asi como propiedades de los microorganismos se adhieren mas.

El MEB es una herramienta, que ayuda a perfeccionar las investigaciones
relacionadas con nuestra area. Porque observamos la superficie, topografia,
morfologia y otras caracteristicas, tanto del microorganismo y materiales e inclusive

de los propios dientes.

Esto agrandaria los conocimientos para poder evitar la colonizacion de
microorganismos en la boca como en los materiales de restauracion y dar una

alternativa a los problemas que estos ocasionan.

Con esta alternativa diagnostica, se logré conocer los detalles de la colonizacion
bacteriana, y los defectos de manipulacion del PMMA esperando que esto sirva

para evitar esta falla odontologica.
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