REVista
MEXICANA DE
PERIODONTOLogcia

TRABAJO DE INVESTIGACION

- |
Vol. VI, Nim. 3 e pp 110-120

Este articulo puede ser consultado
en versiéon completa en

www.medigraphic.com/periodontologia

Caracterizacion del biofilm en el tercio apical de organos
dentarios extraidos por enfermedad periodontal

Sara Maria Nava Huerta,* Joselin Dennise Narvaez Dominguez,” Ana Maria Gonzalez Amaro,**
Antonio Aragén Pina,*** Cuauhtémoc Araujo Andrade,”*** Jorge Arturo Zermefo Ibarra™****

RESUMEN

Antecedentes: Los microorganismos presentes en la cavidad oral
no se encuentran en forma plancténica, sino en comunidades deno-
minadas biofilm, las cuales ofrecen resistencia a los antimicrobianos.
El biofilm puede presentarse en diversas zonas donde se localice
una infeccion de la pieza dental; en la pulpay el periodonto, en virtud
del foramen apical, es posible que ocurran intercambios de agentes
nocivos. Resulta de interés el conocimiento de las interacciones
microbianas de enfermedades periodontales en relacion con las
del sistema de conductos y el posible vinculo con la presencia de
biofilm. Objetivo: Identificar y caracterizar los microorganismos en
forma de biofilm en la parte apical de érganos dentarios extraidos por
enfermedad periodontal, por técnicas microbioldgicas convencionales,
microscopia electronica de barrido (MEB) y espectroscopia Raman.
Material y métodos: Se extrajeron un total de 20 dientes con mo-
vilidad de tercer grado y sin soporte dseo radiografico en la Clinica
de Periodoncia, Facultad de Estomatologia, UASLP, previa firma de
carta de consentimiento informado. Se realizaron cortes longitudinales
del tercio apical y se dividieron en dos grupos: 1) pared cementaria
extrarradicular y 2) parte intraconducto. Se realizaron las identifica-
ciones microbioldgicas por pruebas convencionales. Las muestras
se procesaron para observacion del biofilm por microscopia electro-
nica de barrido. Se realizé el analisis de la composicion quimica por
espectroscopia Raman. Conclusiones: Se observo la presencia de
biofilm tanto en la parte extrarradicular como en la parte intraconducto
de las piezas. Se encontr6 una relacién entre los microorganismos
identificados de ambos cortes. Se identificaron los componentes qui-
micos mayoritarios del biofilm mediante espectroscopia vibracional.

Palabras clave: biofilm, enfermedad periodontal, microscopia elec-
trénica de barrido, espectroscopia vibracional, Raman.
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ABSTRACT

Background: Microorganisms present in the oral cavity are not
usually found in planktonic form, but in communities called biofilm,
which offer great resistance against antimicrobial agents. Biofilm can
be present in several areas of a tooth where an infection is found,
and if such infection reaches the pulp or the periodontal tissues, it
is possible that an exchange of toxic agents could take place. The
bacterial interactions present in the periodontal disease and their
relation with the root canal system are of great concern, as well as
to match them with the presence of biofilm. Objectives: The aim of
this study was to identify and categorize the microorganisms present
in the biofilm formed on the apical third of teeth extracted due to peri-
odontal disease by using conventional microbiological techniques,
scanning electron microscopy (SEM) and Raman spectroscopy.
Material and methods: A total of 20 teeth previously diagnosed
with periodontal disease and mobility class Ill were extracted. The
informed consent was previously signed at the Periodontal Depart-
ment of the Dental School at Universidad Auténoma de San Luis
Potosi (UASLP). Samples of the apical third were sliced longitudinally
and divided into two groups: 1) extraradicular analysis; 2) root canal
system analysis. Raman spectroscopy was also performed. Conclu-
sions: Presence of biofilm was observed both within and outside the
root canal samples. A match was observed in the microorganisms
present in group 1 compared to group 2. Main chemical composition
was determined by vibrational spectroscopy.

Key words: biofilm, periodontal disease, scanning electron micros-
copy, vibrational spectroscopy, Raman.

INTRODUCCION

Actualmente se sabe que muchas enfermedades
dentales cursan con la presencia de un biofilm don-
de los microorganismos interactiian cooperativa o
competitivamente entre si. Se define como biofilm
microbiano a una comunidad de microorganismos
embebidos en una matriz de exopolimeros que se
adhieren a una superficie himeda; es la forma mas
comun de organizacién por parte de los microorga-
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nismos y les confiere tanto beneficios como protec-
ci6én. La baja difusién de sustancias antimicrobianas
tales como irrigantes y antibidticos se debe a la
presencia de la matriz polimérica, que proporciona
resistencia de 10 hasta 1,500 veces méas que en
forma plancténica.l? La matriz polimérica también
facilita el procesamiento e ingestion de nutrientes,
elimina productos metabdlicos potencialmente da-
fninos y ayuda al desarrollo de un ambiente fisico-
quimico apropiado.?® Una de las patologias orales
mas comunes es la periodontitis, una enfermedad
inflamatoria de los tejidos de soporte de los dien-
tes causada por microorganismos especificos que
producen la destruccién progresiva del ligamento
periodontal y el hueso alveolar.”® El periodonto y
la pulpa dental estan en intima relacién; anatomi-
camente, el periodonto esta interrelacionado con la
pulpa dental en virtud del foramen apical y los con-
ductos laterales, que crean vias para el intercambio
de agentes nocivos entre los dos compartimentos
de tejido cuando una de las superficies o ambas se
encuentran dafnadas.*>? Anteriormente se creia
que el sistema de conductos radiculares y tabulos
dentinarios albergaba microorganismos infecciosos,
mientras que el area extrarradicular se creia libre
de bacterias; sin embargo, existe evidencia reciente
de presencia bacteriana en areas extrarradiculares
en lesiones periapicales. Estudios que emplearon
microscopia electrénica de barrido indican que las
bacterias pueden formar una estructura de biofilm,
invadiendo el area extrarradicular del conducto y
del foramen apical, y adherirse a la superficie del
cemento de 2 a 3 mm alrededor del 4pice.!°

Hoy en dia existen diversos métodos para deter-
minar la composicién quimica de los biofilms; uno
de ellos es la espectroscopia Raman, que es una
espectroscopia vibracional basada en la dispersion
inelastica de fotones por moléculas; permite obtener
informacion quimica muy especifica de los materiales
de una forma no destructiva, ya que no se requiere
de una preparacién especial de la muestra, con la
posibilidad de realizar mediciones in vivo e in situ.
Asimismo, puede ser empleada para mediciones cua-
litativas y cuantitativas. En las Gltimas décadas, se
ha utilizado en el estudio de los tejidos dentales duros
y ha sido vista como una técnica con gran potencial
en el area del diagndstico médico, microbiolégico y
en alimentos. Estudios recientes han hecho posible
la identificacién de los componentes minerales pre-
sentes en el calculo dental y dentina.”!!
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OBJETIVO

Identificar y caracterizar los microorganismos en for-
ma de biofilm en la parte apical de érganos dentarios
extraidos por enfermedad periodontal, por técnicas
microbiolégicas convencionales, microscopia elec-
trénica de barrido (MEB) y espectroscopia Raman.

MATERIAL Y METODOS

El diseno del estudio fue descriptivo, observacional,
in vitro; las muestras se obtuvieron de pacientes
que acudieron a la Clinica de Periodoncia de la Fa-
cultad de Estomatologia, UASLP, San Luis Potosi,
México. El proyecto fue aprobado por el Comité de
Etica en Investigacién de la misma dependencia y
se dividié en cuatro fases: 1) clinica, 2) microbio-
légica, 3) microscopia electréonica de barrido y 4)
espectroscopica.

1. Fase clinica. Se seleccionaron para el estudio
20 pacientes (13 hombres y 7 mujeres) de entre 24 y
83 anos de edad. Criterios de inclusion: sujetos con
diagnostico de enfermedad periodontal severa gene-
ralizada o localizada en el segmento anterosuperior
o anteroinferior, individuos sistémicamente sanos o
controlados, 6rganos dentarios (OD) con movilidad
grado 3, OD que radiograficamente mostraron so-
porte 6seo escaso, OD unirradiculares, y pacientes
que accedieron a firmar el consentimiento informa-
do. Criterios de exclusion: OD con lesién cariosa o
exposicién pulpar, con tratamiento de conductos, con
restauraciones extensas o prétesis fija, o que presen-
taran fracturas radiculares. Obtencion de la porcién
radicular. Se realiz6 la extraccion de los 6rganos
dentarios previo uso de colutorios con clorhexidina al
0.12% durante un minuto, utilizando sélo el férceps
correspondiente, sin manipular la porcién radicular.
Una vez extraidos, se enjuagaron dos veces con
solucién salina estéril y se procedid a realizar tres
cortes longitudinales en los 3 mm apicales de cada
6rgano dentario con discos de carburo (Dentorium,
USA) estériles de 0.22 mm de grosor por la precisiéon
de sus cortes, montados en una pieza de mano de
baja velocidad (DENTSCLER, Sao Paulo, Brasil),
sin irrigacién. Se obtuvieron un total de 44 muestras
(N = 44), distribuidas en tres grupos: grupo 1: 20
(pared cementaria), grupo 2: 20 (pared del conducto
radicular) y grupo 3: 4 (cortes para caracterizaciéon
mediante espectroscopia Raman), como se muestra
en la figura 1.
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Figura 1. Esquema que representa el procedimiento llevado a cabo para la obtencion de los cortes. 1. Se realiza una seccién con
el disco de carburo paralela al eje longitudinal del diente, abarcando los 3 mm apicales de la raiz y evadiendo el conducto radicular,
seguida por una seccion perpendicular al eje longitudinal para obtener un corte como el que se muestra en A (grupo 1). 2. Para la ob-
tencion del segundo corte, se realiza la misma accion con el fin de exponer el conducto radicular, como se muestra en B (grupo 2). 3.
La porcion apical restante se obtiene con un corte transversal al eje longitudinal del diente, corte que seria destinado para su anélisis

con espectroscopia vibracional.

2. Fase microbiolégica: aislamiento e identi-
ficacion de microorganismos. Una vez obtenidos
los cortes cementario y radicular (grupo 1y grupo 2),
cada uno se colocé en medio de cultivo de tioglicolato
prerreducido (BD-BBL, Becton Dickinson de México,
SA de CV) y se llevaron al laboratorio para su pro-
cesamiento en un ambiente de anaerobiosis 85% N,,
10% H, y 5% CO,, (Coy Laboratory Products Inc.,
Modelo 2002 Michigan, EUA) a 36 °C + 2 durante
48 horas o hasta observar turbidez. Posteriormente
a este tiempo, los cortes se enjuagaron con solucién
buffer para su preparacion y observacion al micros-
copio electréonico de barrido. Se realiz6é un inéculo
en placas de agar sangre CDC (BD-BBL, Becton
Dickinson de México, SA de CV) de cada uno de los
tubos que presentaron desarrollo y se incubaron
durante 48-72 horas. Después de este tiempo, se
observ6 morfologia macroscépica y microscopica de
los cultivos con el fin de obtener cultivo puro para
su identificacién por medio de caracteristicas de
tincion, presencia de esporas y, finalmente, el perfil
bioquimico, a través de las pruebas de identificacién

API 20 Strep y API 20A (Analitical Profile Index;
Biomeriéux®, Francia).

3. Fase observacional al microscopio elec-
tronico de barrido: Los cortes, después de haber
sido enjuagados con solucién buffer, se fijaron en
glutaraldehido al 2% (SIGMA-ALDRICH grado 1
al 25%) y azul de alciano (HYCEL de México, SA de
CV) al 1% durante 24 horas a 4 °C. Posteriormente,
se deshidrataron con alcoholes crecientes al 20, 40,
60, 80, 90 y 96% (Tecnologia Industrial Quimica, SA
de CV, México) durante 10 minutos en cada serie
para proceder a realizar el secado a punto critico
(Critical Point Dryer 020 Balzers Union, LEICA
EMCODO030). Las muestras fueron recubiertas con
una capa de oro mediante bombardeo i6nico (Fine
Coat Ion Sputter JFC-1100) para su lectura al
microscopio electrénico de barrido (Philips XL 30,
EUA), observandose varias areas de la muestra en
magnificaciones desde 63x hasta 10,000x.

4. Caracterizacion por espectroscopia
Raman. Los espectros Raman se obtuvieron en
forma aleatoria en un microscopio (Leica DMLM)
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integrado a un sistema micro-Raman (Renishaw,
modelo 1000B), de diversas zonas para obtener la
mayor informacién sobre la composicion quimica del
biofilm y su homogeneidad. El sistema micro-Raman
fue calibrado usando un fonén de primer orden del
silicio en 520 cm™!. La longitud de onda del 14ser de
excitacion fue de 830 nm (cercano infrarrojo), utili-
zando el objetivo 40X. La potencia del laser sobre la
muestra fue de 45 mW, con un tiempo de exposicién
de 30 segundos. Un promedio de 30 espectros fue-
ron tomados para cada una de las muestras en un
rango espectral de los 1,800-400 cm™. Los espectros
obtenidos fueron corregidos en su linea base, para
compararlos finalmente con la base de datos.

REsuLTADOS

Resultados microbiolégicos

En cuanto a las identificaciones de los microorganis-
mos, en el corte de la parte cementaria (grupo 1) se
encontraron un total de 11 géneros y 19 especies; los
que mostraron mayor incidencia fueron Aerococcus
viridans 2 (36.8%), A. urinae (26.3%), Listeria spp.
(26.3%), Lactococcus lactis spp. cremoris (10.5%), y
otros en menor proporciéon (Figura 2).

En la zona del conducto radicular (grupo 2),
fueron identificados un total de 13 géneros y 24
especies; los que mostraron mayor incidencia fueron
A. viridans 2 (37.5%), A. urinae (20.8%), Lactococus
lactis spp. Cremoris, S. sanguis (8.3%), y otros en
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menor proporcién, como S. anginosus, S. conste-
llatus, A. naeslundii (4.1%), entre otros (Figura 3).

De las 34 especies identificadas tanto en la zona
cementaria (grupo 1) como en la radicular (grupo 2),
se presentaron 10 diferentes especies en ambas zo-
nas, resaltando la presencia de Aerococcus viridans
1, 2, 3, Aerococcus urinae, Actinomyces naeslundii,
Fusobacterium mortiferum, Eggerthella lenta, entre
otras.

Del total de las muestras observadas al microsco-
pio electronico de barrido, se apreciaron estructuras
que denotaban biofilms en diversas fases de madura-
cién. De las muestras analizadas por espectroscopia,
se encontraron celulosa y amilosa como componentes
quimicos mayoritarios.

Resultados de la fase observacional a la Microsco-
pia Electrénica de Barrido (MEB) (Figuras 4, 5y 6).

Resultados de la fase espectroscopica. Los
componentes quimicos mayoritarios identificados en
las muestras analizadas fueron celulosa, amilosa,
alginato y xantano, cuyos espectros son apreciables
en la figura 7.

Discusion

La microbiologia de la enfermedad periodontal ha
sido el centro de investigacién por décadas, ya que es
la causa principal de la pérdida de érganos dentarios
en adultos a nivel mundial.'? El diagnédstico clinico
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actualmente se apoya en estudios de laboratorio para
deteccién y cuantificacion de posibles microorganis-
mos periodontopatdgenos con el fin de monitorear
su prevalencia. Por otra parte, la persistencia de
microorganismos dentro de los tubulillos dentina-
rios en la zona radicular ha sido descrita por varios
autores como Love (2004) y Viera (2012).13 También
se ha reportado evidencia de éstos dentro del area
extrarradicular apical y lesiones periapicales en un
rango de 2 a 3 mm. 101417

Se ha observado que hay una relacién entre el
periodonto y el sistema de conductos, la cual fue
descrita por primera vez por Simiring y Goldberg
en 1964, cuya relevancia clinica radica en que los
tejidos periodontales mantienen una intima relaciéon
a través del foramen apical, donde puede estable-
cerse Intercambio de microorganismos en conjunto
con sus toxinas; por lo tanto, las cargas bacterianas
en un tejido pueden afectar al otro. La cantidad de
destruccién de tejido se correlaciona directamente
con el contenido microbiano total en el conducto ra-
dicular y es directamente proporcional al tiempo que
estos tejidos estdn expuestos a los microorganismos.*

Para poder relacionar la microbiota de la par-
te extrarradicular y la parte intraconducto en su
porcién apical, se han descrito varias técnicas. En
2008, Rocha y colaboradores realizaron un estudio
con el objetivo de evaluar mediante microscopia
electrénica de barrido la presencia de biofilms en
las superficies externas del tercio apical de dientes

primarios humanos con pulpas vitales o necroéti-
cas con o sin evidencia radiografica de patologia
perirradicular. Para llevar a cabo este estudio, las
muestras fueron divididas en tres grupos distintos:
grupo 1: dientes con pulpa normal, grupo 2: dientes
con necrosis pulpar sin patologia periapical radio-
graficamente visible, y grupo 3: dientes con necrosis
pulpar y patologia periapical radiograficamente
visible bien definida. Después de almacenar estas
muestras en distintas soluciones, se enjuagaron con
solucién salina estéril y se seccionaron usando un
disco de carburo montado en una pieza de mano de
baja velocidad; se realizé una pequenia hendidura
perpendicular al eje de la raiz a 3 mm de distancia
del apice radicular. Esta hendidura sirvié como una
guia para la colocacién de un cincel quirtrgico que
se uso6 junto con un martillo quirtargico para cortar
la porcién apical del diente.'® Vier-Pelisser y su
equipo realizaron en 2013 un estudio para corre-
lacionar los hallazgos radiograficos y las imagenes
obtenidas al MEB de la resorcién apical externa en
dientes con lesiones periapicales. Se extrajeron 45
dientes humanos no restaurables debido a la gran
destruccion coronal del diente. La metodologia que
siguieron para la seccidén de las muestras fue similar
al estudio de Rocha y colegas. Los 3 mm apicales
de cada raiz se seccionaron con discos de carburo
con irrigacién. Los apices radiculares se colocaron
en viales de pléstico con solucién de NaOCl al 2.5%
por tres horas, y posteriormente se llevaria a cabo
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Figura 4. (A) Vista al microscopio estereoscdpico de un corte correspondiente al grupo 2; los microorganismos identificados fueron Aero-
coccus urinae, Aerococcus viridans'y Streptococcus constellatus. (B) Microfotografia a 200x en la que se destaca con el circulo la estre-
cha relacién entre el conducto radicular principal y la region periodontal apical a través del foramen. La flecha indica un conducto radicular
accesorio. (C) Magnificacion a 5000x de la region del foramen apical en la que se aprecia un entramado de fibras de exopolisacéridos;
debajo de éste, se pueden observar formas cocoides en donde sefiala la flecha. (D) Magnificacion a 10,000x de C que muestra formas
cocoides en reproduccion y dispuestas en cadena cubiertos por una vaina. Se observan también multiples canales de comunicacion.

la preparaciéon de las muestras para su observacion
al MEB.!? Wang y su grupo compararon la flora
bacteriana y el biofilm extrarradicular asociado al
segmento apical de dientes con postratamiento de
periodontitis apical. Se realizé apicectomia de los
pacientes con periodontitis apical; para los casos
controles, se extrajeron premolares por razones
ortodonticas con coronas intactas. Tres milimetros
apicales de la raiz se seccionaron perpendicularmen-
te al eje mayor del diente con un disco de diamante
para pieza de baja velocidad, irrigando con gotas de
agua estéril. Durante este procedimiento, las zonas
apicales de la raiz estaban protegidas del contacto
con los instrumentos.!?

En el presente estudio se propuso un modelo de
finos cortes longitudinales de los 3 mm del 4pice para
separar la parte intrarradicular y extrarradicular,
identificar los microorganismos de cada parte de

manera individual, poder relacionar las interac-
ciones entre ellos y llevar a cabo la caracterizacion
de componentes quimicos mayoritarios del biofilm
periodontal.

En cuanto a la identificacion de los microorganis-
mos de un biofilm, existen diversas técnicas, entre las
que destacan la técnica convencional de cultivo —con-
siderada como estandar de oro, que puede detectar
especies no organizadas y proporcionar cultivos para
su posterior analisis— y técnicas moleculares —como
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), PCR en
tiempo real y técnicas moleculares del gen 16S RNAr,
las cuales son capaces de reconocer bacterias que no
pudieron ser identificadas por otros métodos, ya que
no requieren de células bacterianas, sino que basta
con la presencia de fragmentos de ADN de remanen-
tes bacterianos—.20 Para realizar identificaciones de
microorganismos viables como agentes causales de
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Figura 5.

(A) Vista al microscopio este-
reoscopico de un corte corres-
pondiente al grupo 1; los microor-
ganismos identificados fueron
Aerococcus viridans y Listeria
spp. (B) Microfotografia a 64x
en la que se observa la superfi-
cie cubierta en su totalidad por
conglomerados de biofilm ma-
duro. (C) Magnificacion a 1000x,
las flechas indican rupturas de la
superficie de biofilm maduro, de
donde se desprenderan especies
bacterianas para colonizar nue-
vas superficies (fase final de for-
macion de biofilm). (D) Magnifi-
cacion a 2000x de C que muestra
con claridad especies de bacilos
y cocos colonizando una misma
superficie; se observan también
canales de comunicacion.

Figura 6.

(A) Vista al microscopio este-
reoscopico de un corte corres-
pondiente al grupo 2, el mi-
croorganismo identificado fue
Aerococcus urinae. (B) Microfo-
tografia a 63x, se observa la cal-
cificacion del conducto radicular
debida a la avanzada edad del
paciente (83 afios). (C) Magnifi-
cacién a 5000x, se observan mal-
tiples formas cocoides cubiertas
en zonas por matriz de EPS. (D)
Magnificacién a 10,000x de C,
dentro del circulo se observa la
presencia de una posible levadu-
ra; la flecha de la derecha indica
formas microbianas en mitosis y
el grupo de las fechas (abajo al
centro) indica la presencia de ca-
nales de comunicacion.
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las patologias presentes, existen técnicas enzimaticas
como las utilizadas en 2011 por Signoretti y colabo-
radores en el estudio del tercio apical de una pieza
dental con un tratamiento de conductos que fracaso,
siendo adecuadas las identificaciones realizadas.?!
Debido a su confiabilidad en la identificacién de mi-
croorganismos viables, en la presente investigacion
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se emplearon técnicas enzimaticas en conjunto con la
observacion al MEB. Gracias a la capacidad de esta
técnica para observar la ultraestructura de la pared
celular y la morfologia celular, se logro relacionar la
morfologia bacteriana con las identificaciones reali-
zadas mediante el sistema enzimAtico, obteniendo re-
sultados favorables. Los microorganismos cultivables

Biofilm multiespecie:
Aerococcus viridans 2
Lactococcus lactis spp cremoris

101 Bacteria _Polisacarido
038 1 Bacteria
0.6
0.4
0.2
Polisacarido

(similar al xantano) Alginato

Bacteria

Normalized Intensity Normalized Intensity
o
o

1600 1400 1200 1000 800 600 400
Raman Shift/cm™

Polisacarido/bacteria Pentina

Bacteria

1.0 Dentina
Amylopectin

Celulosa

Normalized Intensity Normalized Intensity

1000 500
Raman Shift/cm™

Figura 7. (A) Espectro Raman de biofilm multiespecie (Aerococcus viridans 2 y Lactococcus lactis spp. cremoris) de la muestra identi-
ficada como Num. 17 (parte superior) y espectros de referencia de celulosa y amilosa utilizados para su identificacion en el biofilm 17.
(B) Espectro Raman de biofilm multiespecie (Aerococcus viridans 2 y Lactococcus lactis spp. cremoris) de la muestra identificada como
Num. 17, colectado en una zona diferente. Para este biofilm también se identificaron células bacterianas integras (bacterias enteras),
polisacaridos con estructura similar a la del xantano y alginato. (C) Espectro Raman de biofilm multiespecie (Aerococcus viridans 2 y
Lactococcus lactis spp. cremoris) de la muestra identificada como Num. 17. Para este mismo biofilm, como ya se mostré, la presencia
de celulosa y células bacterianas integras es evidente, variando su proporcion, asi como el estado cristalino de la celulosa en la mues-
tra de biofilm. (D) Espectro Raman de biofilm multiespecie (Actinomyces naeslundii, Actinomyces israelii, Lactobacillus acidophilus/
jensenii) de la muestra identificada como Num. 19. En el espectro Raman colectado de este biofilm, se puede identificar la presencia de
polisacaridos, los cuales, por sus caracteristicas espectrales, podrian ser celulosa y amilosa. Adicionalmente, se observa la presencia

de dentina (sustrato) y células bacterianas.
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aislados con mayor frecuencia en el presente estudio
fueron Aerococcus viridans y Aerococcus urinae.
Microorganismos identificados de gran importancia
clinica fueron A. naeslundii, A. israelii y A. viscosus
y los microorganismos pertenecientes al grupo S.
intermedius: S. constellatus, S. anginosusy S. inter-
medius. Aerococcus viridans puede encontrarse en
vias aéreas superiores y piel de sujetos sanos. Jiang
y colegas presentaronen 2013 un caso de infeccion
odontolégica provocada por Aerococcus viridans en
Japén.?2 Aerococcus urinae es identificado como un
posible patégeno colonizador del tracto urinario.??
Aunque se considera de baja patogenicidad y podria
no necesitar tratamiento, existen descripciones de
algunas infecciones severas, incluyendo endocarditis,
principalmente en hombres.?42% De igual manera,
Sunde reporté en 2002 Aerococcus urinae en la
microbiota de lesiones periapicales refractarias.?%
En el afio 2000, Manrique y su grupo, en su estudio
para identificar las bacterias presentes en enferme-
dad periodontal relacionada con enfermedad renal
cronica terminal, encontrd entre otros a A. urinae en
un porcentaje de 25%, lo cual sugiere que existe una
relacién sistémica entre ambos padecimientos.?” En
cuanto al grupo de actinomyces, algunas especies
de Actinomyces spp., como A. viscosus, A. israelii, A.
naeslundii son consideradas como microorganismos
normales en la cavidad oral.?82? Sin embargo, Canesi
y su equipo mencionan a A. naeslundii asociado a
la etiologia de la enfermedad periodontal®® y Al-
Ahmad menciona a A. naeslundii y A. viscosus como
principales formadores de biofilm en enfermedad
periodontal moderada.?! Por otra parte, Flores y cola-
boradores demostraron que a nivel de las superficies
radiculares expuestas, se hacen evidentes diversas
formas de streptococos y formas bacilares propias de
A. naeslundii. Los autores también reportaron que
el mayor nimero de sujetos en los cuales se aislo el
Actinomyces spp. presentaron compromiso sistémico
y una higiene bucal deficiente, demostrando que
son factores que facilitan la colonizacion de estos
microorganismos en los tejidos del huésped.?? Esto
concuerda con nuestro estudio, en donde la mayoria
de los pacientes en los que se encontraron estos mi-
croorganismos padecen enfermedades sistémicas y
deficiencia en el cepillado dental. Para Actinomyces
viscosus, Ximenez, en un estudio que se realizé en la
Universidad Auténoma Metropolitana de Xochimilco
en 2006, menciona que entre los agentes causales de
la enfermedad periodontal que se encuentran en la

placa dental figuran los Actinomyces spp., (75-77.4%)
en particular el A. viscosus, que predomina en la gin-
givitis.?3 El grupo de Streptococcus milleri (S. angi-
nosus, S. constellatus y S. intermedius) es miembros
de la microflora normal de la boca y la garganta.34-36
Segun Peltroche-Llacsahuanga y colaboradores, S.
intermedius se asocia frecuentemente con periodonti-
tis crénica y abscesos de la parte superior del cuerpo,
especialmente cerebrales.?” Mientras que Whiley y
su grupo investigaron en 1992 la distribucién de
las tres especies en diferentes sitios del cuerpo y
demostraron una asociaciéon de S. intermedius con
la placa dental; Fisher & Russell lo confirmé como el
mas comun de los estreptococos del grupo Milleri en
la placa supragingival e identificé a S. anginosus con
mayor frecuencia asociado con abscesos periapicales
dentales.?438

Por otra parte, dentro de las técnicas de carac-
terizacién de componentes quimicos, se encuentra
la herramienta de espectroscopia Raman, que se
ha empleado en el campo de la odontologia para el
estudio en los cambios minerales del calculo dental
humano, detectar la formacién de fluoruro de calcio
en el esmalte, estudiar caracteristicas de esmalte,
dentina y materiales restauradores, y recientemen-
te, como dispositivo auxiliar en el diagnéstico de
lesiones de mucosa oral y cancer.!:3%40 En cuanto
a identificacién bacteriana, ha mostrado grandes
ventajas sobre otras técnicas, reduciendo costos y
tiempos. En este estudio, fue utilizada con el fin
de conocer los componentes quimicos mayoritarios
del biofilm periodontal, arrojando como resultados
los exopolisacaridos alginato, celulosa, xantano y
amilosa. Garret mencioné en 2008 que el alginato,
cuya produccién se ha atribuido principalmente a
la Pseudomona aeruginosa, tiene la capacidad de
formar geles viscoelasticos altamente hidratados,
brindando asi propiedades viscoelasticas al biofilm,
ademas de estabilidad mecénica y resistencia a an-
tisépticos y antibidticos.*! En cuanto a la celulosa,
Gualdi y colegas refieren que este polisacarido juega
un papel importante como agente protector de las
bacterias embebidas en el biofilm, ademéas de dar
soporte estructural a la matriz.*2 Ghafoor, en 2011,
sugirié que la consistencia altamente hidratada
del xantano protege a las bacterias de las tensiones
ambientales.*3 Yun y colaboradores, en 2006, afir-
maron que el xantano contribuye a las bacterias en
crecimiento, tiene un papel en la formacion de bio-
film y brinda propiedad de adherencia a las especies
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colonizadoras; debido a sus puentes de hidrégeno,
consta de propiedades similares a las del alginato.**
Por ultimo, el espectro encontrado de la amilosa
tiene una enorme similitud con el espectro de la
amilopectina; sin embargo, la literatura existente
menciona que la mayoria de los polisacaridos del
biofilm son insolubles en agua, y la amilopectina no
presenta esta propiedad, por lo que nos inclinamos a
que el polisacarido en cuestién es amilosa, pero no se
descarta la posibilidad de presencia de amilopectina.

CONCLUSIONES

Los microorganismos aislados e identificados en los
apices radiculares mostraron una organizacién en
forma de biofilm en el total de las muestras. La car-
ga microbiana present6 similitudes importantes en
la parte del cemento y el conducto radicular, lo que
demuestra la estrecha relacién en la parte apical.
A pesar de que los pacientes no presentaban afec-
ciones de tipo pulpar, se encontraron un nimero
significativo de bacterias colonizando el conducto
radicular. Se determinaron los componentes qui-
micos mayoritarios del biofilm, los cuales juegan
un papel importante como agentes protectores de
las bacterias, ademas de dar soporte estructural a
la matriz y conferirle su propiedad de adherencia.
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