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Resumen

La enfermedad periodontal es una infeccién producida principalmente por bacterias anacrobias gram negativas que crecen dentro del surco
gingival, donde su factor de virulencia la convierte en una enfermedad crénica caracterizada por la destruccion de los tejidos de soporte del
diente y es el resultado de la respuesta inflamatoria local y sistémica del huésped susceptible, motivado por la liberacién de productos bacte-
rianos especificos de la placa dental. Esta flora microbiana puede ser de vida libre o plancténica y principalmente se organiza en un consorcio
especifico de microorganismos denominados biofilm. Estos interacttian con el uso de diversas matrices extracelulares ayudando a la formacion
de caries dental. Estas bacterias del biofilm se relacionan con las secreciones salivales, otros grupos bacterianos y los carbohidratos obtenidos
por la ingesta de alimentos. El Biofilm es una asociacién organizada y multidimensional de microorganismos coexistentes dentro de una
matriz extracelular polimérica compuesta por polisacaridos, proteinas, sales minerales, ADN y otros restos celulares, la cual constituye apro-
ximadamente de un 10% a un 20 % del biofilm. El objetivo de esta revision tematica es describir la colonizacién microbiana de Pseudomona
aeruginosa y su participacion en la formacién del Biofilm dental.
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Description of the role of pseudomona aeruginosa in biofilm formation in dental
tissues

Abstract

Periodontal disease is an infection produced mainly by gram-negative anaerobic bacteria that grow within the gingival sulcus, where their vir-
ulence factor turns it into a chronic disease characterized by the destruction of the supporting tissues of the tooth and is the result of the local
and systemic inflammatory response of the susceptible host, motivated by the release of specific bacterial products from the dental plaque.
This microbial flora can be free-living or planktonic and is mainly organized in a specific consortium of microorganisms called biofilm. These
interact with the use of various extracellular matrices aiding in the formation of dental caries. These biofilm bacteria are related to salivary
secretions, other bacterial groups and carbohydrates obtained from food intake. Biofilm is an organized and multidimensional association of
coexisting microorganisms within a polymeric extracellular matrix composed of polysaccharides, proteins, mineral salts, DNA and other cel-
lular debris, which constitutes approximately 10% to 20% of the biofilm. The objective of this review is to describe the microbial colonization
of Pseudomona aeruginosa and its participation in the formation of dental biofilm.
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Introduccion

La enfermedad periodontal (EP) es una infeccidn crénica producida principalmente por
bacterias anaerobias gram negativas que crecen dentro del surco gingival. Existen diversos
factores genéticos, ambientales y bioldgicos, entre otros, que pueden favorecer la evolucién
de la enfermedad a un proceso destructivo de la unidad gingivo - periodontal. Esta enfer-
medad, es un proceso producto de ciertas bacterias con actividad inflamatoria provenien-
te de la placa subgingival. Esta relacion entre las bacterias y los mecanismos de respuesta
inmune del hospedador es la base del mecanismo inmunopatolégico del dano tisular. Las
bacterias y sus productos estimulan a las células del huésped para que liberen mediado-
res inflamatorios como las citoquinas y prostaglandinas, las cuales exacerban el dano o
destruccion de tejidos periodontales. Existe evidencia cientifica de la presencia en bolsas
periodontales de P aeruginosa donde se considera un antigeno que altera la microbiota

subgingival.(1)

La presencia de esta bacteria en la EP crénica se caracteriza por la destruccion de los teji-
dos de soporte del diente y es el resultado de la respuesta inflamatoria local y sistémica del
huésped. Esta respuesta inmunoldgica es motivada por la liberacién de productos bacte-
rianos especificos, que puede dificultar el control de la enfermedad periodontal, ademas de
incrementar el riesgo de infecciones oportunistas, especialmente en los pacientes inmuno-
deprimidos. Esta flora microbiana puede ser de vida libre o plancténica y principalmen-
te se organiza en un consorcio especifico de microorganismos denominados biofilm. P
aeruginosa interactua con sus diversas matrices extracelulares lo que permite la progresién
a la formacién de caries dental. Estos microorganismos denominados biofilm intervienen
con las secreciones salivales, cepas bacterianas y los carbohidratos de los nutrientes. Segtn
el analisis de diferentes estudios experimentales la EP estd ampliamente distribuida en el
mundo y afecta aproximadamente al 48% de la poblacién adulta. Cuando la EP estd en una
fase avanzada puede causar pérdida de una o varias piezas dentales, lo que afecta la funcién
y estética, impactando en la calidad de vida de los pacientes. (2)

El Biofilm es una asociacién organizada y multidimensional de microorganismos coexis-
tentes dentro de una matriz extracelular polimérica compuesta por polisaciridos, protei-
nas, sales minerales, ADN y otros restos celulares, la cual constituye aproximadamente
de un 10% a un 20 % del biofilm; cabe resaltar que en la biopelicula dental las células se
encuentran irreversiblemente adheridas a una substrato; este hallazgo fue evidenciado por
primera vez por Antonie Van Leeuwenhoek a través de un microscopio de luz. Es impor-
tante mencionar que el biofilm dental estd conformado por bacterias que poseen conti-
nuidad temporal y comunmente se encuentran relacionadas a agentes patégenos donde
su formacion determinard un proceso progresivo en el que se evidencian efectos dafiinos
relacionados con la presencia y desarrollo de enfermedades de la cavidad oral. Actualmen-
te se han descubierto cepas multiresistentes de P aeruginosa que representan un peligro
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para la salud general de los pacientes, contiene entre sus principales factores de virulencia,
elevada resistencia a los antibiéticos, y entre ellos a los utilizados como coadyuvantes del
tratamiento periodontal. Otro factor de virulencia importante de esta bacteria es la capa-
cidad de producir y secretar potentes toxinas y enzimas extracelulares; ademds, suprime la
proliferacion de linfocitos y es altamente invasiva, capaz de adherirse y formar biofilms en

tejidos y superficies duras. (3)

La formacion de biopeliculas se produce en muchos pasos donde se requiere un tipo espe-
cial de sefalizacion, conocida como deteccidon de quérum, entre las células del microor-
ganismo, pero algunas investigaciones han afirmado que su formacién inicial es la unién
a las superficies estableciendo colonias, maduracién y formacién de biopelicula y, final-
mente desprendimiento y dispersion de la biopelicula. Ademds, requiere la transcripcion
de diferentes conjuntos de genes en comparacion con los de las formas plancténicas de los
mismos organismos microbianos.

La bacteria es reconocida por su versatilidad metabdlica, ya que pueden reproducirse en
una variedad de condiciones y no necesitan ningtin factor de crecimiento orgdnico. En este
articulo se describird la expresién y participacion de P aeruginosa siendo una de las bacte-
rias oportunistas que altera los tejidos blandos y duros de la cavidad oral. (4)

Marco tedrico

El descubrimiento del género Pseudomonas fue descrito por primera vez a finales del siglo
XIX por el profesor Walter Migula del Instituto Karlsrule en Alemania. Seguido a ello
el término “aeruginosa” surgié del investigador Schroeter en el ano 1872, este término
hacia alusion a los colores que la bacteria que mostraba en ciertas condiciones de cultivo,
un color similar como el cobre oxidado, y un verde-azulado. Shroeter publicé que esto
era debido a un pigmento soluble en agua, del cual posteriormente se hablaria como pio-
cianina. La especie de P aeruginosa, antes fue nominada Bacillus pyocyaneus, fue aislada
primeramente por Carle Gessard en 1882, tras varios afos, se establecié que P aeruginosa
es la nomenclatura oficial para poder asignar a esta especie bacteriana debido a su homoge-
neidad fenotipica, asi alo largo de los afios, esta clasificacién fue cambiando a aspectos mas
fisiol6gicos, como los factores de patogenicidad para llegar a una clasificacién mas preci-
sa. Sin embargo; la definicién de Pseudomonas como bacterias gramnegativas, aerdbicas,
que no esporulan, con movilidad por flagelos polares, no hacia diferencia significativa con
otras bacterias gramnegativas. Fue entonces cuando Stanier propuso una nueva clasifica-
cién taxondmica de este género basdndose en el perfil metabélico de 267 especies sobre
146 metabolitos, lo que con los experimentos de identificacién mediante ADN aclararon
la clasificacién fenotipica.Finalmente, Palleroni en 1973 reporta la clasificacién genotipi-
ca basada en la secuenciacién de la subunidad 16S ARNT, en la que se analizé y dividi6 al
género Pseudomonas en cinco subgrupos y s6lo las especies més representativas del grupo
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uno estarian dentro del género original. En el siglo XVII, Antoine Von Leeuwenhoek, ob-
servo por primera vez un tipo de criatura en sus propios dientes siendo un descubrimiento
considerado como una biopelicula. (5)

Caracteristicas morfologicas

P.aeruginosa es un patégeno ubicuo, oportunista y bastante persistente en el medio am-
biente. Se trata de un bacilo recto o ligeramente curvado con forma de bastén y es Gram
negativo de 0,5-1 um en didmetro y de 1,5-5 pm de largo. Se evidencia por producir una
variedad de pigmentos, como la piocianina color azul verdoso, la pioverdina (pigmento
fluorescente de color verde amarillento) y la piorrubina (de color rojo). Cuentan con un
flagelo polar que le confiere la motilidad necesaria. Se considera a esta especie como bac-
teria aerobia facultativa debido a la capacidad que tiene para crecer en medios anaerobios
tomando el nitrégeno o arginina como terminal de aceptacién de protones.

Toxina y efectos

Con respecto a sus efectos tdxicos, su patogenicidad se dice que esta determinada por al-
gunos factores de virulencia, los que dependen de la cepa y entre estos se pueden desta-
car los pili, el flagelo, la matriz de polisacaridos, los pigmentos, las elastasas, las proteasas
alcalinas, las lectinas solubles, la fosfolipasa C y diversas toxinas, algunas de las cuales se
indican a continuacién: - Endotoxina: Responsable de la estimulacién excesiva del sistema
inmunitario, puede provocar shock séptico y producir la muerte. - Exotoxina A: Citotéxi-
ca. Inhibe la sintesis proteica celular, es responsable de necrosis tisular y afecta la respuesta
del hospedador a la infeccidn. - Exoenzima S (ExoS) // Exoenzima T (ExoI’): Citotdxica.
Facilita la adhesion de la bacteria a las células epiteliales y la necrosis tisular. - Exoenzima
U (ExoU): Citotoxica. Produce lesiones en las células epiteliales, es responsable de bacte-
riemia e, incluso, de shock téxico.

Factores de virulencia

La P, aeruginosa representan un peligro para la salud general de los pacientes, contiene en-
tre sus principales factores de virulencia, elevada resistencia a los antibiéticos, y entre ellos
a los utilizados como coadyuvantes del tratamiento periodontal. Otro factor de virulencia
importante de esta bacteria es la capacidad de producir y secretar potentes toxinas y enzi-
mas extracelulares; ademds, suprime la proliferacién de linfocitos y es altamente invasiva,
capaz de adherirse y formar biofilms en tejidos y superficies dura.

Pili y el flagelo: Son unas de las principales adhesinas que estdn involucradas en la unién a
las células del huésped. El Pili es una estructura que le proporciona movilidad, adherencia
a superficies celulares y formacién de biopelicula. Otra adhesina es el flagelo el cual contri-
buye a la colonizacién y formacién de biopelicula.
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Moléculas de deteccion de Quorum

El Quérum es un mecanismo de virulencia que le permite a la 22 aeruginosa activar la expre-
sién de genes cuando se ha alcanzado una densidad de poblacién al interior del huésped.
Esto le confiere control colectivo de los comportamientos de grupos. Este sistema controla
la expresion de otros factores de virulencia (como la elastasa, proteasas, exotoxinas y for-
macion de biopelicula) en respuesta a diferentes estimulos externos concediéndole capaci-
dad de adaptacién a diferentes nichos. En la actualidad se han descubierto dos sistemas: el
QS de Lux1/LuxR y el sistema de sefiales de quinolonas de P. aeruginosa. La importancia
de este sistema radica en la capacidad de inducir la formacién de biopelicula, la cual le con-
fiere un modo de crecimiento que resulta en colonias de bacterias revestidas por una matriz
de biopolimeros que se unen a la superficie de tejidos blandos y duros que estdn presentes
en infecciones crénicas (periodontitis), teniendo como principal funcién reducir la efica-
cia de los antimicrobianos al impedir alcanzar su blanco la bacteria. (4)

La bacteria tiene la capacidad de liberar sustancias al medio que le permite diseminarse y
colonizar al huésped. Este mecanismo lo lleva a cabo a través de sistemas de secrecién como
el sistema de Moléculas de secrecion tipo I, IL II1, y I'V. De este sistema se han identificado
cuatro tipos de exotoxinas, la EXO-U inductora de apoptosis y necrosis a nivel de fagoci-
tos y parenquimatosos, la EXO-Y que es una denilato ciclasa que genera una alteracién a
nivel de las membrana de las células epiteliales de la cavidad oral, y finalmente la EXO-T'y
la EXO-S que a nivel nuclear inhiben la sintesis de ADN afectando la adherencia celular
por cambios a nivel del citoesqueleto. Estos sistemas de proteinas efectoras no se encuen-
tran en todas las cepas de este microorganismo.

Desarrollo del biofilm P, aeruginosa

La mayoria de las bacterias pueden adherirse a diferentes superficies y formar biopeliculas.
La biopelicula es un agregado complejo de bacterias encerradas en una matriz autogene-
rada de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) y es una de las estrategias clave para
la supervivencia de las especies durante cambios inesperados en las condiciones de vida,
como la fluctuacién de la temperatura y la disponibilidad de nutrientes. Las bacterias den-
tro de una biopelicula pueden escapar de las respuestas inmunitarias del huésped y resistir
los tratamientos antimicrobianos hasta 1000 veces mas que sus contrapartes planctdnicas.
P aeruginosa es un formador de biopelicula bien conocida como modelo excelente para
estudiar la formacién de biofilm. Una biopelicula resistente es un arma fundamental para
que esta bacteria compita, sobreviva y domine en el entorno polimicrobiano de la cavi-
dad oral, también coloniza eficazmente una variedad de superficies, incluidos materiales
médicos (unidades odontoldgicas, catéteres urinarios, implantes, lentes de contacto etc) y
equipos de la industria alimentaria (tanques de mezcla, cubas y tubos). Por lo tanto, una
mayor comprension de la composicion y estructura de la biopelicula, y los mecanismos
moleculares que subyacen a la tolerancia antimicrobiana de las bacterias que crecen dentro
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de una biopelicula. Son vitales para el disefio de estrategias efectivas para manejar, preve-
nir y, lo que es mds importante, erradicar las infecciones asociadas a la biopelicula. Se ha
demostrado que la matriz de biopelicula de este microorganismo abarca principalmente
polisacdridos, ADN extracelular (¢éDNA), proteinas y lipidos. La matriz, que es responsa-
ble de més del 90% de la biomasa del biofilm (Figura 1), actia como un andamio para la
adhesion a superficies bidticas y abidticas y como refugio para bacterias encerradas en con-
diciones ambientales adversas (antibidticos y respuestas inmunes del huésped). También
proporciona un repertorio de bienes publicos que incluyen nutrientes esenciales, enzimas
y proteinas citosdlicas para la comunidad de biopeliculas. La matriz también facilita la
comunicacién de célula a célula. (3)

Generalmente, las biopeliculas de P aeruginosa se pueden desarrollar sobre superficies bi6-
ticas, como superficies de la cavidad oral. Numerosas evidencias sugieren que el proceso de
formacion del biofilm estd regulado por una compleja cascada de reguladores. El desarro-
llo de la biopelicula se divide en seis etapas distintas.

Etapa I: Las células bacterianas se adhieren a una superficie a través del soporte de apéndi-
ces celulares como los flagelos y los pili de tipo I'V. El movimiento flagelar restringido se ha
implicado en la mediacion de la motilidad de contraccién y la biosintesis de exopolisacari-
dos necesarios para la asociacion de superficie. Esta adherencia es reversible. Es evidente a
través de los registros de la presencia de proteinas bacterianas especificas y sus cantidades
alteradas cuando P aeruginosa detecta y reacciona en respuesta a una superficie determi-
nada.

Etapa II: Las células bacterianas pasan de una union reversible a una irreversible.

Etapa III: Propagacién progresiva de bacterias adheridas a una arquitectura mas estructu-
rada, denominada microcolonias. Etapa I'V: Estas microcolonias se desarrollan atin més en
extensas estructuras tridimensionales en forma de hongo, un sello distintivo de la madura-
cion de la biopelicula. Etapa V: En el centro de la microcolonia, la cavidad de la matriz se
interrumpe a través de la autolisis celular para la liberacién de células dispersas seguida de
la transicién del modo de crecimiento sésil al plancténico para la siembra de espacios no
colonizados (Etapa VI), lo que permite la biopelicula ciclo para repetir. Recientemente se
demostr6 que la endonucleasa EndA es necesaria para la dispersién de la biopelicula exis-
tente mediante la degradacion del eDNA.

Etapa VI: Se sugiere que la transicion del desprendimiento al crecimiento plancténico
implica una etapa distinta del desarrollo de la biopelicula. Estas células, en contraste con
las células plancténicas y sésiles, poseen una fisiologia distinta y representan la conversién
de infecciones crénicas a agudas. Se convierten en un fenotipo plancténico después de
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permanecer en una fase de retraso de 2h con niveles reducidos de pioverdina y c-di-GMP
intracelular. La regulacién al alza de los genes que codifican la virulencia y la regulaciéon a
la baja de los genes de absorcion de hierro se observaron en la poblacién dispersa (3)

Matriz del biofilm de P aeuriginosa

Polisacaridos Pel (sintetizados por PelA-PelG) @ /

Polisacaridos Psl

Alginato — o
Lectinas LecA y LecB _ @
DNA extracelular (eDNA) —————w_ -

Fimbrias CupA, CupB y CupC

- S

Adherencia bacteriana  Biofilm inicial o plano Biofilm madure o estructurado

Figura 1. Proceso de formacion de la biopelicula en Pseudomonas aeruginosa.

La adherencia bacteriana permite la formacion de la biopelicula plana. La biopelicula ma-
dura se establece cuando el agregado bacteriano genera la matriz mediante la produccién
de factores secretados. La produccion de la matriz se basa en los polisacaridos Pel y Psl, la
proteina alginato y lectinas como LecA y LecB.

Dentro de la cavidad oral, las bacterias permanecen en muy bajas proporciones como mi-
crobiota normal. P aeruginosa, una de las especies mas patdgenas de los seres humanos,
posee caracteristicas invasoras y toxigénicas que le permiten iniciar un proceso infeccioso
en tejidos blandos y duros de la flora bucal. Ademas, la presencia del lipopolisacarido como
en los demds Gram negativos, le permite inducir una respuesta inflamatoria por parte del
hospedero participando en bolsas de la EP avanzada.

Conclusion

P. Aeruginosa se conoce como una bacteria infecciosa que participa en etapa avanzada de
la EP contribuyendo a la formacién de Biofilm siendo asi un problema que genera danos
colaterales a largo plazo, dando como resultado lo que conoce como severidad de la des-
truccién periodontal que afecta la calidad de vida en los pacientes. Este microorganismo
se considera una bacteria resistente oportunista que participa en bolsas periodontales en
enfermedades crénicas como la periodontitis, afectando al tejido de la cavidad oral blan-
dos y duros de manera agresiva mediante sus factores de virulencia; se ha demostrado que
la bacteria en conjunto con otros microorganismo patégenos puede formar multicolonias
en la superficie de las piezas dentales por medio de biofilm y asi mismo generar una des-
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truccion en el tejido dentario duro induciendo finalmente a la formacion de caries dental.
Segtin la revisién temdtica realizada sugieren que factores como la respuesta del huésped,
la composicién de microbiota, el acceso ala atencién odontolégica, hébitos de higiene oral
y el tabaquismo pueden ayudar a explicar las correlaciones entre la expresion clinica de la
periodontitis y la presencia de bacterias inusuales en las bolsas periodontales. Los trata-
mientos que se deben llevar a cabo por las infecciones causadas por P aeruginosa atin son
denominados un desafio para su control, ya que su capacidad de desarrollo de biopeliculas
es de formacién densa y de igual forma persistente. La complejidad de los tratamientos
con antibiéticos para las biopeliculas de este patdgeno es complicada ya que varias especies
también participan en la formacién de comunidades bacterianas dentro de las biopeliculas.
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