EXPRESION DEL GEN esp (ENTEROCOCCAL SURFACE PROTEIN) DE
Enterococcus faecalis EN UN MODELO In vitro DE DIENTES EXTRAIDOS

EDUARDO ENRIQUE COVO MORALES

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA
FACULTAD DE MEDICINA
MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA
CARTAGENA
2014



EXPRESION DEL GEN esp (ENTEROCOCCUS SURFACE PROTEIN) DE
Enterococcus faecalis EN UN MODELO In vitro DE DIENTES EXTRAIDOS

EDUARDO ENRIQUE COVO MORALES
Odontélogo. Pontificia Universidad Javeriana
Especialista en Endodoncia. Pontificia Universidad Javeriana

ASESOR
ANTONIO JOSE DIAZ CABALLERO
Odontélogo. Universidad de Cartagena
Especialista en Periodoncia. Pontificia Universidad Javeriana
Magister en Educacion. Universidad del Norte
Candidato a Doctor en Ciencias Biomédicas. Universidad de Cartagena

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA
FACULTAD DE MEDICINA
MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA
CARTAGENA
2014



TABLA DE CONTENIDO

Pag.
RESUMEN
INTRODUCCION
1. Planteamiento del problema............coooii 10
2. JUSHIFICACION. ..t 12
3. ObJBtIVOS. ...t 15
V= oo T = To ] oo T PP 16
4.1 Definicion de biofilm....... ..o 17
4.2 Morfologia del biofilm...........cooi 18
4.3 Fases de Formacion del biofilm................ooi 18
4.4 Mecanismos de defensa del biofilm................ccooiiiiiii i, 20
4.5 Tipos bacterianos que forman biofilm................o 21
4.6 Incidencia de E. faecalis en infecciones endodénticas...................... 22
4.7 Localizacion del biofilm....... ... 25
4.7 1 Biofilm endodOntiCo.........cooviiiii 28
4.8 Enterococcus spp: resefia historica.............ccooiiiiiiiiiiii i 29
4.9 Aspectos microbiologicos del ENteroCocCus SPP.......oovvvevenvinineennnnn. 30
4.10 Determinantes de patogenicidad de E. faecalis............................. 31
4.10.1 Sustancia de agregacion.............coeiuieiiiiiniiieiieeeeaaann, 32
4.10.2 Proteina de superfiCie.........cccoiiiiiiiiii i 33
4.10.3 Proteina de unidn a colageno............ccoooeiiiiiiiiiiiiiieenenns 37
4.10.4 Feromonas sexuales.............cooviiiiiiiiii 38
4.10.5 ACido LipOteiCOICO. .. ..u et 39
4.10.6 Superodxido extracelular............c.oooiiiiiiiii 40
4.10.7 Gelatinasa Ey Proteasa..........cccooviiiiiiiie 41
4.10.8 Hialuronidasa...........ccooeiiiiii i 41
4.10.9 CitOliSING. ...o.eiiii e 42
4.11 Técnicas de identificacion de microorganismos................c...ce.ve.e. 43
4.11.1 Métodos fenotipiCoS.........ccoeveiiiiiii e 43
4.11.2 Métodos moleculares............c.coovieviiiiiiiii e, 46
4.12 Microbiologia CHNICa.......ccouiii e 49
5. Materiales Yy MEOUOS. ... ...uui i 52
5.4TIPO de €StUAIO. ... 52
B 2 MUEBSIIA. ... 53
5.3 Variables y operacionalizacion...............c.oooiiiiiiiiii 53
5.4 RecolecCion de datos.........ooiuiiiiiii i 54
5.4.1 Identificacion de cepas clinicas............cccvvviiiiiiiiiieienn. 54
5.4.2 Cultivos bacterianos...........ocooeiiiiiiii e 56
5.4.3 Preparacion de los dientes............cccocvviiiiiiiiiiciiieen, 56



5.4.4 Inoculacion del sistema.........oooeriii i 58

5.4.5 Analisis por microscopia de fluorescencia........................... 59

5.4.6 Tincidn del biofilm..........coii 59

5.4.7 Analisis de expresion géniCa..........ccocoeeeiiiiiiiiiiiiiniiiieen 60

5.4.8 Transcripcion reversa y reaccion en cadena de la polimerasa.61

5.5 Recoleccién y procesamiento de la informacion.............................. 62

5.7 Analisis estadiStiCO.........c.ocvuiii i 62

6. RESUIAUOS. .. ..t 63
A o2 1= (o ) o 69
8. CONCIUSIONES. ...t 74
9. Limitaciones y Recomendaciones del estudio...............ccooiiiiiiiiiiiiinnnnne. 75
BiIblOgrafia. ... .. 76



LISTA DE FIGURAS

Pag.
Figura 1. Estructura del gen @SP.....cvieiiii i 37
Figura 2. Proceso de cultivo bacteriano..............c.oooiiiiiiiii 54
Figura 3. TinCION de gram.......cooiiiii e 55
Figura 4. Pruebade catalasa.............c.oooiiiiiiiii e 55
Figura 5. Proceso de cultivo bacteriano. ... 56
Figura 6. Sistema de preparacion y montaje del diente....................ooiiiin 58
Figura 7. Esquema de cortes realizados sobre los dientes............................. 59
Figura 8. Analisis de la expresion genética.............cccooiiiiiiiiiiiiiiee 61
Figura 9. PCR ENTEIOCOCCUS S .. .u et eeieee et e et e e e e e e e eeene e 63
Figura 10. PCR para detectar la presenciadel gen esp............ccccovvviieeiniinannnn. 64
Figura 11. Formacién de biofilm por E. faecalis...............c.ooooiiiiiiin, 65
Figura 12. Ausencia de biofilm.............cooii i 66
Figura 13. Andlisis de expresion génica mediante RT-PCR............................ 67

Figura 14. Visualizacién tridimensional de la expresién de los genes ARNr 16S y
2o o 68

Figura 15. Grafica de la densidad Optica de cada banda representada como
AN A . .. et 68



LISTA DE TABLAS

Pag.

Tabla 1. Estudios que relacionan E. faecalis con exacerbaciones de tratamiento de
(o0] g0 [BTod (o 1S3 = To [ [ol U] F=T g 1 24

Tabla 2. Expresion del gen de virulencia esp en las muestras estudiadas......... 64

Tabla 3. Analisis bivariado de la ocurrencia del gen esp en las muestras
S UAIATAS. ..o e 64

Tabla 4. Resultados de la medicion de la expresion del gen esp en cepas clinicas



RESUMEN

Objetivo: determinar la presencia y expresion del gen esp en cepas clinicas de
Enterococcus faecalis a partir de un modelo in vitro de dientes extraidos.
Métodos: se disefid un sistema in vitro para evaluar la formacién del biofilm
mediante microscopia de fluorescencia y la expresion del gen esp. El sistema
estuvo constituido por un diente humano previamente extraido, cortado y
preparado que proporciond, mediante su conducto radicular, una superficie
adecuada para la formacion del biofilm por parte de E. faecalis. El sistema dispuso
de una camara anaerobia que permitio el crecimiento 6ptimo de la bacteria en el
caldo de cultivo y evitdé su contaminacion con otros microorganismos. Esta camara
estuvo constituida por un tubo de micro centrifuga estéril, cortado y unido por el
extremo inferior al extremo apical del diente seccionado. Resultados: los
resultados que se obtuvieron tanto por microscopia de fluorescencia como por RT-
PCR permitieron cuantificar el nivel de expresion del gen esp en las bacterias
durante su crecimiento en caldo y formando el biofilm en la superficie de los
conductos radiculares. Todas las cepas evaluadas presentan el gen esp. Sin
embargo, el biofilm de la cepa CC02 expres6 el gen esp cuatro veces mas en
comparacion al gen esp de la cepa de referencia Conclusién: la presencia y
expresion del gen esp podria estar asociada con la formaciéon de biofilm en E.
faecalis y la adherencia a superficies abibticas. Podria convertirse en una diana
terapéutica prometedora en los programas de control de infecciones persistentes
por Enterococcus spp. asociados a la presencia de biofilm.

Palabras clave: Genes; Biofilm; Enterococcus faecalis; endodoncia.
ABSTRACT

Objective: To determine the presence and expression of Enterococcus faecalis
Esp gene in several strains from an in vitro model on extracted teeth. Methods: an
in vitro system was designed to evaluate the biofilm formation through
fluorescence microscopy and gene expression that could be associated to biofilm
formation. The system consisted of a previously extracted human tooth that was
cut and prepared to provide by means of its root canal, an adequate surface for
biofilm formation on behalf of Enterococcus faecalis. The system disposed an
anaerobe chamber that allowed the optimal growth of bacteria in broth culture and
avoided contamination with other microorganisms. This chamber consisted of a
sterile micro centrifuge tube, which was cut and united by its inferior end to the
apical end of the sectioned tooth. Results: the results obtained with fluorescence
microscopy and RT-PCR allowed the quantification of the Esp gene levels of
expression in bacteria growing in broth and forming biofilm in root canal surfaces.
Conclusion: the presence and expression of Esp gene is associated with biofilm
formation in E. faecalis and in the adherence to abiotic surfaces. It could be a
promising therapeutic target in control programs for the eradication of persistent
infections associated with the presence of E faecalis in biofilm.

Keywords: genes; biofilms; Enterococcus faecalis; Endodontics.



INTRODUCCION

El biofilm es una estructura compleja de asociacién de microorganismos similares
y de diferentes especies bacterianas, que se organizan en forma de un supra
organismo con caracteristicas superiores a las que presentan las bacterias

individualmente (1).

El principio de la formacién del biofilm se establece como parte de los procesos
gue se pueden presentar en el quérum sensing (QS). Las bacterias mantienen una
comunicaciéon permanente entre ellas, dentro de los diferentes ambientes o
microambientes donde permanecen y conviven. Los mecanismos de
comunicacién, le permiten reconocer cuando se alcanza el umbral o nivel de
presencia, para desarrollar nuevas funciones, especialmente un comportamiento
social, simbidtico y de permanente reconocimiento, util para las tareas que

adquieren en el mecanismo de QS (2).

Este biofilm puede establecerse en cualquier superficie organica o inorganica, que
es la superficie del sustrato donde los microorganismos planctonicos prevalecen
en una solucién a base de agua. En las superficies dentales, la estructura del
biofilm se establece durante la fijacion de las bacterias a los dientes para formar la
placa dental. Aqui, los organismos planctonicos constituyen la fuente principal de

la organizacion de este biofilm especifico (3).

Los microorganismos en el biofilm asumen un potencial patdgeno mas fuerte que
los de un estado plancténico. A partir de esto, la formacion del biofilm tiene gran

importancia clinica, no s6lo por los mecanismos de defensa del huésped, sino



también por los esfuerzos terapéuticos, incluidos los tratamientos quimicos,
mecanicos y medidas antimicrobianas, que son mas dificiles de tratar en forma de

biofilm (3).

En lo referente a las infecciones endodonticas, el concepto de biofilm toma gran
importancia en el manejo de infecciones pulpares con compromiso de los tejidos
periapicales. Estas agregaciones bacterianas son la causa principal de la
resistencia de la periodontitis apical. Aunque no se describe con detalle, se han
observado las condensaciones bacterianas en las paredes de los canales
infectados, lo que sugiere que los mecanismos de formacion de biofilm también

pueden existir dentro del espacio del conducto radicular (4).

El Enteroccocus faecalis es el principal microorganismo que se asocia a los
fracasos de tratamientos endodonticos. Es por ello que es de gran importancia el
conocimiento de su mecanismo de patogenicidad y las expresiones genéticas de

los factores que favorecen la formacion del biofilm (5).



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La infeccidbn endoddntica se presenta como una patologia de caracteristicas
complejas por su organizacion y terreno de incidencia. La flora bacteriana es
indefinida, mixta y con asociaciones e interrelaciones. Se manifiesta con cuadros
propios de la especie microbiana infectante, tiempo de permanencia, condiciones

de los tejidos de la pulpa y factores de defensa del huésped (6).

Dentro de las causas de fracaso de muchos tratamientos endodonticos
aparentemente correctos se encuentra la presencia de bacterias en una
conformaciéon denominado biofilm. Ademas, se muestra como un tipo de infeccién
muy dificil de eliminar del conducto por tanto, se trata de uno de los retos para la
endodoncia moderna. El biofilm se define como comunidades de microorganismos
gue crecen embebidos en una matriz extracelular autoproducida de polisacaridos y
adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo. También es definido como un

ecosistema bacteriano proliferante y enziméaticamente activo (7).

Van Leeuwenhoek, fue el primero en describir, en el siglo XVII, la presencia de
microorganismos adheridos a superficies dentales, a raiz de lo cual se le reconoce
como el descubridor del biofilm bacteriano. Desde los afios 70, sin comprender su
metabolismo o estructura, se relacionaron este tipo de comunidades a los efectos
gue mostraban sobre los ambientes que habitaban. Esta linea de investigacion
resurgio cuando Characklis procedio a estudiar depdsitos microbianos en sistemas
de aguas industriales que demostraron su tenacidad y resistencia a diferentes

desinfectantes, entre ellos, el cloro. Posteriormente Costerton y cols, describieron
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la presencia de comunidades bacterianas embebidas en matriz glucoproteica
unidas a superficies en contacto con el agua, postulando que el biofilm podria ser
la explicacion para los mecanismos por los cuales los gérmenes se adhieren a

superficies vivientes e inertes (8).

En el afio 2002, Donlan efectu6 una descripcibn ampliamente aceptada de un
biofilm, estableciendo que es una comunidad microbiana sésil, caracterizada por
células que estan adheridas irreversiblemente a un substrato, encerradas en una
matriz de sustancias poliméricas extracelulares, que permiten el crecimiento y
trascripcion génica. Recientemente, dos grandes avances han incrementado
substancialmente la comprension del biofilm: la utilizacion del microscopio laser
confocal, que ha permitido caracterizar la ultraestructura del biofilm y la
investigacién de los genes involucrados en la adhesion celular y la formacion de

biofilm (9).

Por ello y por ser el biofilm un factor de virulencia bacteriano, es necesario
determinar la expresion genética de adhesinas en microorganismos componentes
del biofilm intracanal en conductos necréticos. De esta forma, se tendria un
conocimiento mas amplio de los complejos bacterianos y se lograria abordar con
mayor eficacia las infecciones endododnticas primarias y refractarias. Por lo anterior
se plantea el siguiente interrogante: ¢Cual es la expresion del gen esp de E.

faecalis en la formacién de biofilm intracanal en un modelo In vitro?
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2. JUSTIFICACION

Los microorganismos constituyen un factor etiologico fundamental en el desarrollo
y progresion de la enfermedad pulpar y periapical (5). Las infecciones
endododnticas primarias tienen un caracter mixto, a diferencia de las infecciones
secundarias de las que se aislan pocas especies, siendo el E. faecalis la mas
importante (10). Su habilidad para crecer formando biofilm es una de las
caracteristicas mas importantes que le permite resistir a la terapia endodontica (4,

11).

Diversas investigaciones han tratado de establecer y comprobar el mecanismo de
resistencia de E. faecalis en todo lo concerniente con la terapia endoddntica (11-
15); a pesar de ello, el mecanismo exacto de supervivencia sigue siendo incierto.
Numerosos autores relacionan su capacidad de sobrevivir en medios ambientes
aridos con la presencia de factores de virulencia como la sustancia de agregacion
y las proteinas de superficie, entre otros (13). La capacidad de E. faecalis de
tolerar o adaptarse a condiciones ambiente extremas, le ofrece una ventaja sobre
las otras especies. Esto puede explicar su supervivencia en las infecciones del
conducto radicular, donde los nutrientes son escasos y hay pocos medios de
escape de los medicamentos intracanales (13). Asi mismo, se ha documentado la
capacidad de E. faecalis de formar biofilm, lo cual aumenta su resistencia a los
protocolos de irrigacién y medicacion intraconducto gracias a la union con otros

microorganismos (5).
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La capacidad de E. faecalis para crecer formando biofilm en las paredes del
conducto radicular ha sido demostrada in vitro, lo que le confiere mayor resistencia
a la terapia endodédntica (16, 17). De este modo, tiene la habilidad de sobrevivir a
los procedimientos de desinfeccion quimico-mecanica. Resiste a las medicaciones
intraconducto y/o se adaptar a un ambiente en el cual la disponibilidad de
nutrientes es escasa (6), pudiendo sobrevivir en un conducto adecuadamente
obturado. No obstante, bajo estas condiciones, los microorganismos residuales
que habitan los tabulos dentinarios son frecuentemente confinados a un espacio
reducido por los materiales de obturacidén y estan expuestos a unas condiciones
de crecimiento adversas. Sin embargo, si el conducto radicular esta pobremente
obturado, o el cemento sellador se disuelve, se formaran intersticios y llegaran
nutrientes necesarios para el crecimiento microbiano, favoreciendo la formacién de

biofilm (6).

El biofilm es clinicamente significativo ya que presenta una mayor resistencia a
varios agentes antimicrobianos, haciendo el tratamiento de las infecciones
relacionadas con biofilm un desafio terapéutico (18). Varias infecciones cronicas
como la endocarditis bacteriana, célculos renales infecciosos y las infecciones

pulmonares en la fibrosis quistica se han atribuido a biofilms bacterianos (19).

Con la variada estructura morfolégica del biofilm y ningan patréon Unico para
endodoncia, las infecciones son mas propensas a presentarse en asociacion con
largos procesos patolégicos, como quistes y lesiones granulomatosas. El biofilm
se une a superficies inertes, tanto bioldgicas como sintéticas. Dentro de las

bioldgicas prefieren tejidos necréticos. La importancia para la endodoncia de esta
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forma de vida bacteriana es que es mas resistente a los distintos germicidas
conocidos en comparacion con las bacterias en suspension; se postula como la
causa de fracaso de tratamientos de conductos aparentemente correctos. Produce
en el paciente signos y/o sintomas clinicos leves o imperceptibles durante su
crecimiento, debido a una baja tasa de divisibn bacteriana, inusual en los
organismos bacterianos individuales. Dicha capacidad de resistencia es la
caracteristica principal del biofilm y no la virulencia, por lo que se trata de cuadros
de avance lento y leve, pero de muy dificil erradicacion. Para Siqueira y Rocas,
los casos de infeccion periapical crénica deben considerarse infecciones de tipo

biofilm (6).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Determinar la presencia y expresion del gen esp en cepas clinicas de

Enterococcus faecalis en un modelo in vitro de dientes extraidos.

3.2 Objetivos Especificos

Disefiar un modelo in vitro en dientes humanos extraidos para la formacién

de biofilm dentro del conducto radicular.

- Determinar la presencia del gen esp en las cepas de Enterococcus faecalis
a traves de la extraccion del ADN.

- Determinar la expresion del gen esp mediante la extraccion del mRNA de
las cepas de estudio.

- Evaluar la formacion del biofilm mediante microscopia de fluorescencia en

el modelo in vitro propuesto.

15



4. MARCO TEORICO

El estudio de biofilms microbianos asume una gran importancia en los diferentes
sectores de la microbiologia industrial, ambiental y médica. En la microbiologia
médica, el biofilm es cada vez mas estudiado y las estimaciones indican que las
infecciones por biofilm comprenden entre el 65 al 80 % de las infecciones
humanas en el mundo desarrollado. En cuanto a la cavidad oral la caries, la
gingivitis y la periodontitis marginal son ejemplos de enfermedades causadas por
biofilm bacteriano en forma de placa supra y subgingival. Investigaciones in situ
mediante microscopia Optica y electrénica permiten organizar las bacterias que
colonizan el sistema de conductos en infecciones primarias o persistentes, asi
como el biofilm sésil que cubre las paredes de la dentina. Las ramificaciones
apicales, los canales laterales y principales albergan bacterias que frecuentemente
se organizan en biofilm. Ademas, el biofilm que se adhiere a la superficie de la raiz
apical (extraradicular) se comunica y se considera como una posible causa de

retratamiento en la periodontitis apical.

Chavez de Paz y col. determinaron que el biofilm no es raro ni infrecuente en el
conducto necrotico y es la forma de vida bacteriana mas habitual (20). Dicha
asociacion puede ser entre bacterias de la misma o de distinta especie. La primera
de ellas se denomina autoagregacion y la segunda coagregacion. La coagregacion
es considerada una forma de biofilm mas compleja y dificil de eliminar, ya que
bacterias de distinta especie pueden compartir distintos mecanismos de defensa
en pos del mantenimiento de la comunidad. Otro estudio concluye que las

bacterias endémicas de la flora bucal tienen mayor tendencia a formar biofilm
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mediante coagregacion, por lo que su erradicacion podria ser mas complicada (21,

22) .

4.1 DEFINICION DE BIOFILM

El biofilm es una comunidad de microorganismos que crecen embebidos en una
matriz de exopolisacaridos adherida a una superficie inerte 0o a un tejido vivo.
También se define como una comunidad estructurada de microorganismos
inmovilizados, adheridos a una superficie inerte o viva, encapsulados en una
matriz polimérica organica de origen bacteriano, que representa una forma de
crecimiento protegido en un medio hostil. Las comunidades microbianas
mantienen una forma de comunicacion a través de la deteccién del quérum.
Emplean diferentes sefiales quimicas para supervisar su entorno, alterar la
expresion genética y obtener ventaja sobre sus competidores. Estas sefales

pueden ser de acil homoserinas lactonas, modificadas o sin modificar (23).

La importancia para la Endodoncia de esta forma de vida bacteriana es que es
mAas resistente a los distintos germicidas y se postula como la causa de fracaso de
tratamientos de conductos aparentemente correctos (24). Produce en el paciente
signos y/o sintomas clinicos leves o imperceptibles durante su crecimiento, debido
a una baja tasa de division bacteriana, inusual en los organismos bacterianos
individuales. Ademas, dicha capacidad de resistencia es la caracteristica principal
del biofilm, por lo que se trata de cuadros de avance lento y leve, pero de muy
dificil erradicacion (25). Para Siqueira y Rocas los casos de infeccion periapical

cronica deben considerarse causadas por infecciones de tipo biofilm (26).
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4.2 MORFOLOGIA DEL BIOFILM

Las formas de biofilm son muy variadas; van desde pequefas formaciones hasta
cadenas de biofilm, pero la caracteristica mas encontrada es la de biofilm en forma

de champifion (4).

Estas colonias se observan al microscopio como estructuras unitarias de la forma
sefalada, separadas de otras por canales de agua, todo dentro de la matriz de
polisacarido. Se piensa que estos canales permiten la distribucion de los
nutrientes y la eliminacién de los residuos de las colonias, asi como la atenuacion
de los agentes biocidas externos, tales como antibidticos, irrigantes y
medicamentos intraconducto (3, 4). Se postula que este tipo de organizacion
bacteriana se trata de un biofilm con un alto nivel de organizacion y se asemeja a

un proto-tejido, con un sistema circulatorio primitivo (27-29).

4.3 FASES DE FORMACION DEL BIOFILM

El proceso de formacién del biofilm en el conducto radicular es aun desconocido.

La teoria méas aceptada consta de cuatro fases (30, 31):

En la primera fase se forma una pelicula adhesiva sobre la dentina, la cual es
promovida por el depésito de proteinas y otros compuestos derivados de las
bacterias en suspension, en proceso de necrosis y/o inflamacién, etc. En la
segunda fase, sobre esa pelicula pegajosa se fijan algunas bacterias especificas
con capacidad de adhesién, de todas las que estan en suspensioén. En la tercera,
la primera capa de bacterias ya adherida, segrega mediadores que por un lado

van fijando mas y mas bacterias, de esa estirpe o de otras, y por otro, va formando
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la matriz extracelular de polisacéarido, primera barrera defensiva caracteristica del
biofilm. En la cuarta y ultima, el biofilm va madurando y creando sistemas de
defensa més complejos. Al mismo tiempo, arroja bacterias al exterior que
cronifican la respuesta inflamatoria del huésped. Siqueira y Rd¢as exponen que en
esta etapa el conjunto del biofilm puede consistir en 15% de bacterias y 85% de
matriz de polisacaridos, ademas de contar con mas de 300 capas de bacterias

superpuestas (26).

La evoluciéon del biofilm es alun un misterio y no se conocen los mecanismos por
los cuales las bacterias se asocian. Lo que si se conoce es que la madurez del
biofilm es directamente proporcional a su capacidad de defensa y a su resistencia
a ser eliminado. La desinfeccion prematura del mismo o de las bacterias en

suspension que lo promueven, parece ser un factor clave en el tratamiento (26).

Clinicamente no se puede saber si se esta tratando a un biofilm, pero si se debe
sospechar de su existencia en dientes con necrosis de larga evolucion o
retratamientos. Por tanto en estos casos, el tratamiento precoz sera primordial
para mejorar el pronéstico del caso, ya que el biofilm o no se habra formado aun o
estara en un estadio tan inicial que su capacidad de defensa es minima (32, 33).
La teoria mas aceptada respecto a la supervivencia del biofilm admite que no es
mas resistente el biofilm compuesto por bacterias resistentes en solitario, sino que
es mas resistente cuanto mayor numero de bacterias con capacidad de
autoagregarse y coagregarse lo integren. A mayor tiempo de evolucion, mas
tiempo para mejorar y sofisticar los sistemas de defensa del biofilm por parte de

diferentes estirpes bacterianas (34).
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El biofilm puede mantener dicho status por un tiempo, a la espera que la situacion
del medio mejore. Si el medio mejora, el biofilm abandona el estado de latencia y
sigue desarrollandose. Si el ambiente extremo se mantiene tiempo suficiente,
puede hacer inviable la existencia del biofilm. Por ello, los estudios enfocan el
tratamiento hacia la eliminacion directa o indirecta del biofilm. La eliminacion
directa consiste en la remocion y/o lisis de la entidad mediante instrumentacion vy,
sobre todo, irrigacion. La eliminacion indirecta consistiria en un primer paso en
alterar el habitat lo suficiente como para hacerlo hostil al biofilm mediante
irrigacion (3) y en un segundo paso, obturando la zona, para mantener ese habitat
sin llegada de nutrientes nuevos el tiempo suficiente como para que el biofilm,
perezca por inanicion. Por tanto, actualmente, la mayoria de autores consideran
que para el tratamiento del biofilm en endodoncia todas las fases son importantes,

pero la irrigacion resulta un elemento clave (26).

4.4 MECANISMOS DE DEFENSA DEL BIOFILM

El biofilm se caracteriza por una gran capacidad de resistencia. Un aspecto
interesante es su aislamiento con el exterior por vias de comunicacion interna que
fomentan el intercambio de material genético entre las bacterias que lo forman,
favoreciendo la resistencia y por tanto, aumentando la capacidad de defensa del

biofilm (35, 36).

El biofilm puede ir desprendiendo bacterias sobrantes de su interior de forma

paulatina para “distraer” la atencidon de los mecanismos de defensa del huésped,
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cronificando el proceso y ocasionando en el paciente picos de signos y/o sintomas
puntuales que remiten tras la administracion de antibioticos pero sin curar el nido

de origen (36).

El metabolismo interno presenta una tasa de actividad muy inferior al de las
bacterias en suspension, ralentizando el gasto de nutrientes, por lo que éstos, se
economizan. Ademas la tasa de division de las bacterias del biofilm es baja, por lo
que también se ahorran nutrientes y el efecto de los antimicrobianos que inciden
en esa division (como los antibiéticos bacteriostaticos) se reduce (37). Otros
autores afirman que las bacterias estan organizadas dentro del biofilm de tal
manera que su situacion favorece al propio biofilm (26). Por ultimo, se cree que en
el biofilm existe una estirpe bacteriana primordial, con muy baja tasa de division y
gran capacidad de supervivencia, que se encuentra en fase inactiva o durmiente
pero que se activa cuando el medio externo se vuelve mas hostil, para producir

nuevas estirpes bacterianas que perpetien el biofilm (26, 37).

4.5 TIPOS BACTERIANOS QUE FORMAN EL BIOFILM

Los tipos bacterianos observados en el biofilm de origen endoddntico son
fundamentalmente cocos, bacilos y filamentos, aunque ocasionalmente se han

detectado espiroquetas (38).

Respecto al estudio del Enterococcus faecalis en relacion al biofilm, se ha
postulado que la resistencia de esta bacteria a ser eliminada del interior del
conducto, ya sea con instrumentacion, irrigacion y/o con medicacion intraconducto

se debe a que puede asociarse en forma de biofilm (17). George y col. analizaron

21



la ultraestructura del biofilm de E. faecalis combinando medios ricos y pobres en
nutrientes con medios aerdbicos y anaerdbicos en dientes extraidos (11). En sus
resultados exponen que el biofilm mas maduro y organizado es el que se da en un
medio rico y anaerbbico, advirtiendo incluso las estructuras en forma de
champifién y canales de agua descritas por Distel y col. (4). En cambio, el medio
rico y aerdbico formaba méas cantidad de biofilm pero de menor organizacion,
aunque era el mas propenso a invadir los tubulos dentinarios en profundidad.
Postulan que esto quizas se deba a que al aumentar la cantidad de microbios,
éstos buscan nuevas zonas de colonizacién, huyendo de la masificacion, como ya

expresaron Peters y col. (39).

Llama la atencion el biofilm que crece en medios pobres en nutrientes. Aunque
presenta un numero de bacterias significativamente menor que los de medios
ricos, la proporcién calcio/fésforo en suspension esta aumentado y degrada mas la
dentina que lo rodea, por lo que se cree que en esas circunstancias de
supervivencia compleja, este biofilm tiende a calcificarse para aumentar sus
defensas y ser mas resistente (40). Estos hallazgos podrian resumir que las
bacterias inmersas en ambientes ricos estan mas predispuestas a procrear e

invadir y las de ambientes pobres a defenderse y resistir (33, 40).

4.6 INCIDENCIA DE Enterococcus faecalis EN LAS INFECCIONES

ENDODONTICAS
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Distintos autores en sus investigaciones sefalan la presencia de E. faecalis en las
infecciones endoddnticas, bien sean infecciones primarias o infecciones
persistentes. Algunos de estos estudios utilizan métodos de cultivo tradicionales
para su deteccion, variando los porcentajes de prevalencia desde 30 % hasta 70

% (5, 41, 42).

E. faecalis puede adherirse a las paredes del conducto radicular, acumularse y
formar comunidades organizadas en forma de biofilm, siendo 1.000 veces mas
resistente a la fagocitosis, anticuerpos y antimicrobianos. Estudios in vitro han
demostrado un biofilm similar con capacidad de formacion de cepas de E. faecalis
aisladas de la cavidad bucal y del conducto radicular con la posibilidad de
calcificarse cuando sufre "maduracion” dentro del sistema de conducto radicular

(43).

En las infecciones primarias se encuentra entre un 4 y 40 % y su presencia se
asocia mas a periodontitis apicales cronicas asintomaticas que a periodontitis
apicales agudas y abscesos periapicales. La presencia de E. faecalis en
infecciones endodonticas secundarias es 9 veces mayor que en las primarias, y la
prevalencia oscila entre un 24 - 77% (44-48). Este amplio rango se debe a las
diferentes pruebas de identificacidén y al tamafio de la muestra. En la mayoria de
estos estudios, la identificacién se llevo a cabo mediante técnicas de cultivo y la
presencia con estos medios ha sido entre un 24-70%. Otros autores han usado
técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) siendo
la prevalencia del Enterococcus spp. mayor (67 — 77 %) debido a que son técnicas

mas sensibles, rapidas y seguras que los cultivos. La mayor prevalencia en
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dientes con fracasos endodoénticos pone de manifiesto su habilidad para sobrevivir

en condiciones ambientales duras, como las existentes en dichas situaciones.

Ademas,

E.

faecalis ha sido encontrado frecuentemente como el

Unico

microorganismo presente en conductos obturados con lesiones periapicales (49-

51).

Tabla 1. Estudios que relacionan E. Faecalis con exacerbaciones de tratamiento

de conductos radiculares.

Autores

Tamafo de la muestra

Método de

Resultados

Récas | et al.

80 dientes en total:

-21 dientes no tratados, asintomatico
con Periodontitis crénica asintomatica

- 10 dientes con diagnéstico de
Periodontitis apical aguda

- 19 dientes con Absceso Periapical
Agudo

- 30 dientes con tratamiento
endodontico asociado con lesiones
periradiculares cronicas, asintométicas
gue son candidatos a retratamiento

Identificacion

El DNA fue extraido de las
muestras. Se realiza el analisis de
la reacciébn en cadena de la
polimerasa para identificar E.

faecalis.

E. faecalis fue detectado en
20 de los 30 casos (67%) de
infecciones endodénticas
persistentes asociados con
dientes con previo
tratamiento de endodoncia.

Hancock et al.

54 dientes con tratamiento endododntico
con zona radioltcida radicular
persistente que fueron seleccionados
para retratamiento.

Con la técnica de la puntas de
papel. Las muestras se cultivaron
bajo condiciones aerobias y
estrictamente anaerobias. Luego
se analiz6 el crecimiento
bacteriano

E faecalis fue identificado en
el 30% de los dientes con
cultivo positivo.

Rocas | et al.

29 dientes con tratamiento de conducto
radicular

El conteo total de bacterias y la
presencia, niveles y proporcion de
E. faecalis y estreptococos se
determiné usando el ensayo de
tiempo real cuantitativo PCR
(9PCR)

E. faecalis fue detectado por
gPCR en 11/29 (38%) de los
casos

Poptani B et al.

20 dientes con tratamiento de conducto
y periodontitis apical cronica.

Amplificacibn PCR de las
muestras, utilizando  primers
Especificos taxén.

E. faecalis fue la Especie
mas prevalente, detectada
en un 65% de los casos y C.
albicans fue detectada en un
35% de los casos.

Gomes et al.

-50 dientes con necrosis pulpar no
tratada.
-50 dientes con tratamiento de conducto

-Técnicas de cultivo incluyendo
dilucion seriada, placas,
incubacion e identificacion

E faecalis fue cultivado en 2
(4%) de 50 canales
necréticos y en 21 (42%) en
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radicular fallido.

bioguimica.

-Deteccion  por PCR. Las
muestras se analizaron mediante
un primer Especifico de la

50 canales con tratamiento
endododntico.

La deteccion por PCR
identific6 E. faecalis en 41
(82%) y en 38 (76%) de 50

Especie del 16S rDNA y la region infecciones  primarias y
Espaciadora intergénica. secundarias
respectivamente.
Zoletti et al.
-27 dientes con tratamiento endodéntico  La identificacion de E. faecalis fue  E. faecalis fue detectado por
sin lesiones periapicales. llevada a cabo a través de PCR en 40/50 dientes
-23 dientes con tratamiento endoddntico reaccibn en cadena de la (80%), mientras que el
y lesiones periapicales. polimerasa (PCR) o técnicas de cultivo revel6 la ocurrencia
cultivo convencionales. de esta Especie en 8/50
dientes (16%).
Fouad A et al.
37 Especimenes incluyendo 6 de Analisis por PCR 8  Especimenes  fueron
pacientes diabéticos. positivos para Enterococcus
faecalis. De estos, 6 (19%)
fueron de pacientes no
diabéticos y 2 (33%) de
paciente diabéticos.
Siqueira et al. 22 dientes con tratamiento endoddéntico
y lesiones periradiculares persistentes Analisis por PCR Enterococcus faecalis fue la
que fueron  seleccionados  para Especie méas prevalente
retratamiento. detectada en el 77% de los
€asos.
Récas et al.

14 dientes con tratamiento endodontico
y lesiones periradiculares persistentes
que fueron  seleccionados  para
retratamiento.

Andlisis por PCR

Enterococcus faecalis fue
detectada en el (64%),
seguido por Enterococcus
spp. (21%) y Tannerella
forsythensis (14%).

4.7 LOCALIZACION DEL BIOFILM

Se describen formaciones de biofilm tanto en el interior del conducto radicular

como en la superficie externa de la raiz. Dicha localizacién determinarda el tipo de

tratamiento, ya que no se enfocard de igual manera si se trata de biofilm

intraradicular o extrarradicular (52).

El mas frecuente es el biofilm intrarradicular, alojado en zonas de dificil acceso,

mientras que las bacterias en suspension se reparten por todo el sistema de

conductos. Las zonas accesibles a las limas no necesitan de mas ayuda para la

eliminacién de ambos tipos de presentacién bacteriana, pero muchas zonas de
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este sistema no estan al alcance de las limas, por lo que no pueden contactar con

la infeccion y eliminarla.

El irrigante es el Unico que puede penetrar en ciertas zonas del sistema y
contactar la infeccion; aun asi, el irrigante puede dejar zonas sin desinfectar. Si a
esto le sumamos el factor, que las bacterias tienden a asociarse y formar biofilm
en caso de crecer en un habitat extremo para sobrevivir, es mas probable que ese

habitat se dé en zonas de acceso complejo dentro del sistema de conductos (42).

Es posible que una buena obturacién termine por englobar y sepultar bacterias no
eliminadas primeramente, por medio de disminuir su espacio vital y cortando las
comunicaciones y aporte de nutrientes desde el medio bucal y/o periapical. Pero si
no es asi, es facil que puedan sobrevivir al tratamiento de conductos,
desarrollandose y haciendo fracasar dicho tratamiento. Por tanto, un irrigante debe
demostrar capacidad de penetracion antes que capacidad de desinfeccion, ya que
si no hay contacto con la infeccién, ni el mejor desinfectante podra desinfectar.
Ademas, la posibilidad de que la obturacién pueda “asfixiar” al biofilm es menor si
el irrigante no ha abierto camino previo hasta él; porque si un producto mas fluido
(el irrigante) que cualquier material de obturacién (gutapercha y/o sellador) no es
capaz de contactarse con los microorganismos, es mucho menos probable que lo
haga la obturacién, por razones fisicas obvias (26). Dentro del conducto radicular,
el biofilm se puede encontrar a lo largo de todo su recorrido y entramado, pero es
el tercio apical la zona mas predispuesta a su anidamiento. En ella, se dan los
factores adecuados para la formacion de biofilm: anatomia mas compleja, menor

accion de los irrigantes y medicamentos, baja tension de oxigeno y cierto acceso a
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nutrientes, provenientes de los tejidos pulpares y/o periapicales. Por tanto, en los
casos de necrosis de larga evolucién, el biofilm encuentra un habitat adecuado
para desarrollarse y perpetuarse a lo largo del tiempo, con sus consiguientes
repercusiones (34). Nair y colaboradores, encontraron conductos en los cuales
permanecian istmos inalterados por la preparacion biomecénica, después de
haber empleado tanto limas manuales como rotatorias, complementadas con
irrigantes. En dichos istmos, no sélo persistia el biofilm sino que dicha infeccion
estaba asociada al tejido necrético fibrodentinario. Argumentan que, de haber
llegado los instrumentos, o al menos el irrigante, dicho tejido debia haberse
deshecho y desaparecido, poniendo en peligro la evolucion del biofilm, e incluso,
provocando su muerte por inanicion. La respuesta del biofilm al contacto con el
irrigante es un enigma y no se puede saber si hubiese sido disuelto, pero se
deduce que el contacto entre irrigante e interior del istmo no se produjo por la

presencia de ese tejido asociado (29).

Segun la literatura, el biofilm es una de las razones por las cuales fracasan
endodoncias (aparentemente correctas) y que no sufren otro tipo de patologia
concomitante como patologia periodontal. Del mismo modo, los fracasos tras un
correcto retratamiento no quirdrgico y/o quirdrgico, se imputan a la posibilidad de
existencia de biofilm extraradicular, aunque se ha descrito en menos casos que el
intraradicular. Leonardo y cols. realizaron un estudio con microscopia electrénica
sobre dientes extraidos donde observaron formaciones de biofilm en la superficie
externa de la raiz. Esas formaciones de biofilm se advirtieron fundamentalmente,

en micro reabsorciones de la superficie externa radicular y constatan la
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heterogeneidad de las bacterias que lo forman. Los autores dudan si esas
reabsorciones son creadas primariamente por el conjunto de procesos de tipo
acido propios de la periodontitis apical crénica y aprovechadas por el biofiim o
creadas por €l mismo para asegurarse un asentamiento mas propicio a la defensa
de ataques externos. En su discusion enfatizan el hecho de que la mayor parte de
estudios publicados al respecto de microorganismos encontrados en la superficie
externa de la raiz, se dan en dientes con periodontitis apical cronica y refractaria

ante tratamientos conservadores (53).

4.7.1 Biofilm endodéntico

El conducto radicular es un microambiente extraordinario para varias especies
microbianas. Sobre la superficie de la dentina se fijja y se forma biofilm de
bacterias densas, frecuentemente en superficies himedas que pueden causar
problemas ambientales y ocasionar persistencia de infecciones. Las etapas de la
organizacién estructural del biofilm, la composicién y las actividades de los
microorganismos que colonizan en diversos ambientes pueden ser diferentes,
aunque el establecimiento de una comunidad de microorganismos sobre una
superficie sigue la misma serie de etapas de desarrollo: la deposicion de una
pelicula de acondicionamiento; la adhesion y la colonizacion de microorganismos
plancténicos en una matriz polimérica; la coadhesion de otros organismos y su
desprendimiento del biofilm hacia sus alrededores (31). El éxito del tratamiento de
conducto radicular infectado depende de la inactivacion de microorganismos

presentes en el biofilm y el ambiente plancténico. La preparacion del conducto con
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agentes antimicrobianos, como irrigantes quimicos y/o apoésitos intraconducto,

puede contribuir a la reduccion de la microbiota endoddntica (54).

Sundqvist y Fidgor en 2003 informaron que “la infeccion del canal de la raiz no es

un evento al azar ". Las especies que establecen una infeccion endoddntica
persistente son seleccionadas por los rasgos fenotipicos que comparten que son
adecuados para la modificacion del ambiente. Algunas de estas caracteristicas
comunes incluyen: la capacidad para penetrar e invadir la dentina con un
crecimiento patrén de las cadenas o filamentos cohesivos; la resistencia a los
antimicrobianos utilizados en el tratamiento de endodoncia; la capacidad de crecer

en mono-infecciones para sobrevivir a periodos de inanicion y evadir la respuesta

inmune (55, 56).

El E. faecalis demuestra ser un microorganismo potencialmente importante para la
colonizacion o el crecimiento de infecciones endodonticas, siendo el
microorganismo dominante post-tratamiento de la periodontitis apical, y con
frecuencia ha sido aislado desde el canal radicular en cultivos puros. Sin embargo,
generalmente se encuentra junto con otras bacterias y levaduras. En infecciones

mixtas el E. faecalis es tipicamente la dominante en los aislamientos.

4.8 Enterococcus spp: RESENA HISTORICA

El género Enterococcus spp ha tenido grandes cambios en la taxonomia durante
los dltimos afos. El término Enterococcus fue utilizado por primera vez por el
microbiodlogo francés Thiercelin (1899) para referirse a un diplococo Gram positivo

encontrado en el intestino humano (57). La denominaciéon de Streptococcus
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faecalis fue acufiada por Andrewer y Horder (1906), para designar a un
microorganismo aislado de un paciente con endocarditis aludiendo el nombre

especifico al habitat de dicho microorganismo: el intestino.

Sherman en 1930 clasificé a los estreptococos en cuatro clases: pyogenes, lactis,
viridans y Enterococcus; a estos ultimos los denominé estreptococos del grupo D,
aungque mantuvo la palabra Enterococos para definir a los estreptococos fecales
(58). Posteriormente Schleifer y Kilpper-Bélz (1984) utilizaron las técnicas de
hibridacion ADN-ADN y ADN-ARN para demostrar que Streptococcus faecalis y
Streptococcus faecium no tenian relacion filogenética con el resto de los
Streptocooccus. Por ello, transfirieron estas dos especies a un nuevo género:
Enterococcus (59), en el que posteriormente se incluyeron las Especies:
Enterococcus gallinarum, Enterococcus raffinosus, Enterococcus malodoratus,
Enterococcus hirae, Enterococcus mundtii, Enterococcus solitarius, Enterococcus
pseudoavium. En la actualidad se registran hasta 40 especies, las cuales
pertenecen al reino bacteria, filum firmicutes, clase bacilli, orden lactobacillales y

familia enterococcaceae.(60, 61).

4.9 ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DE LOS ENTEROCOCOS

Enterococcus spp. son células esféricas u ovoides, con un tamafio de 0,6-2,0 x
0,6-2,5 um. Son cocos grampositivos que no producen esporas. Se presentan en
forma de pares o de cadenas cortas. Algunas especies son moviles como E.
casseliflavus y E. gallinarum. Son anaerobios facultativos, quimiorganotrofos, con

metabolismo fermentativo. Presentan requerimientos nutricionales complejos. Son
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catalasa negativos o, mas comunmente, débilmente positivos. Crecen usualmente
en un rango de temperatura entre 5 °C a 50 °C. La temperatura 6ptima, minima y
méaxima de acuerdo con el modelo Rosso es de 42.7, 6.5 y 47.8 °C
respectivamente, en agar infusion cerebro corazéon (BHI) en condiciones
anaerobicas (62). Pueden crecer a pH entre 4.6-9.9, con un pH 6ptimo de 7.5 con
un 40 % de bilis y 6,5 % de NacCl. De igual forma posee un cation homeostatico, el
cual se cree contribuye a su resistencia al pH, sales, metales y desecacion.
Adicionalmente, casi todas las cepas son homo-fermentativas produciendo acido
lactico como producto final de la fermentacion de glucosa. Portan el antigeno D del
grupo Lancefield y poseen el carbohidrato C. Sobreviven después del
calentamiento a 60 °C durante 30 min, haciendo el género Enterococcus

distinguible de los Streptococcus (59).

4.10 DETERMINANTES DE PATOGENICIDAD EN E. faecalis

La virulencia en los Enterococcus ha evolucionado muy probablemente de una
forma similar a linajes patogénicos de otras especies bacterianas (63) como por
ejemplo Escherichia coli O157 y Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA), entre otros (64). Es asi como, S. aureus ha adquirido determinantes de
virulencia por medio de intercambio genético, caracteristica que le permite obtener
plasmidos, transposones o elementos cromosomales como el SCCmec (192). De
la misma manera, E. coli posee islas de patogenicidad que codifican para

numerosas toxinas, adhesinas y diversos genes de virulencia. Una vez estos
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elementos se integran en los huéspedes bacterianos se generan nuevos linajes
patogénicos capaces de adaptarse, sobrevivir y diseminarse en su nuevo hicho

biologico (13, 65).

Entre los factores de virulencia mas importantes presentes en E. faecalis se
encuentran: Sustancia de agregacion, adhesinas o proteinas de superficie,
feromonas sexuales, &acido lipoteicoico, superoxido extracelular, gelatinasa,
hialuronidasa y hemolisina. Gracias a la presencia de estos factores, E. faecalis
es capaz de sobrevivir en medios con pocos 0 escasos nutrientes, asi como de
invadir espacios o aberraciones anatomicas donde acciones como la preparacion
biomecénica, la colocacién de medicacion intraconducto o el uso de irrigantes no

son capaces de actuar y eliminarlo (5, 13, 16, 66, 67).

4.10.1 Sustancia de agregacion

La sustancia de agregacion es una adhesina bacteriana plasmido-codificada
receptiva a las feromonas, que media el contacto entre el donador y la bacteria
receptora; causando agregacion o agrupacion y a su vez facilitando el intercambio
de plasmidos. Mientras que la sustancia de agregacion es expresada por la célula
donadora, el proceso de conjugacién bacteriana requiere que la "sustancia
vinculante" sea expresada en la superficie de la célula receptora. En este sentido,
tanto el material genético como la resistencia antibidtica pueden ser transferidos

de las cepas de E. faecalis a otras especies (13, 68).
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La sustancia de agregacion puede servir como determinante de virulencia a E.
faecalis en diferentes formas: (1) juega un papel importante en la diseminacién de
los factores de virulencia codificados por pldsmidos, como la citolisina
enterocéccica y determinadas resistencias antibidticas, entre las especies; (2) esta
sustancia de agregacion facilita la adherencia de E. faecalis a las células
epiteliales renales e intestinales, y a la colonizacion de estas superficies (69, 70);
(3) protege al microorganismo contra los leucocitos polimorfonucleares y de la lisis
mediada por macrofagos (71, 72). EI mecanismo para esta proteccién puede
deberse a una modificacion de la maduracion fagosomal. (4) La sustancia de
agregacion y las citolisinas tienen acciones sinérgicas, lo cual aumenta la
virulencia; esto resulta en dafio tisular e invasion tisular profunda. (5) Media la
union con proteinas de la matriz extracelular, incluyendo colageno tipo I, siendo de
especial importancia para las infecciones endodoénticas ya que es el principal

componente organico de la dentina (73, 74).

4.10.2 Proteina de superficie (ESP)

El gen esp fue inicialmente detectado en un E. faecalis resistente a gentamicina
(MMH594) causante de una epidemia hospitalaria a mediados de los afios ochenta
(66, 75). Pocos afios después se determind que este gen existia en un elemento
gendmico de gran tamafio (153 kb), que presentaba caracteristicas de una isla de
patogenicidad (PAI) con un bajo contenido de GC (32.2 %) comparado con el resto
del genoma de E. faecalis (promedio 37.5 %) y presentaba determinantes de

virulencia, reguladores transcripcionales y transposasas (76).
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El gen esp codifica para la proteina de superficie denominada ESP (“enterococal
surface protein”), polipéptido de gran tamafo que es altamente conservado en sus
dominios repetitivos y es detectado frecuentemente en aislamientos de origen
clinico (77, 78). Es asi como Willems y cols. reportaron que 41 % de los
aislamientos provenientes de pacientes con endocarditis presentaban este gen
mientras que solo el 3% de los aislamientos provenientes de heces eran
portadores de dicho gen (77). Estos resultados sugirieron que la presencia de ESP
en aislamientos de E. faecium podria tener un papel relevante a nivel de virulencia

(66, 77, 79).

La enzima Esp es una proteina larga con una masa molecular aproximada de ~
202 kDa, de 1873 aminoacidos y esta localizada en la superficie celular. La
proteina ESP consta de un dominio N-terminal (aminoacidos 50-743) el cual no
tiene similitud significativa con otras proteinas en la base de datos y, un péptido
seflal que podria estar implicado en la formacion de biofilm (80). La regién del
nacleo central (aminoacidos 744-1665) se compone de una amplia gama de
bloques repetitivos, designadas como repeticiones A y C respectivamente (81). El
dominio C-terminal (aminoacidos 1666-1873) contiene una membrana que abarca
la regidn hidrofoba e incluye una ligera variacién del motivo LPXTGX encontrado
en la mayoria de las proteinas de superficie de pared de bacterias gram-positivas

(67, 82, 83).

Debido a la recombinacién homologa entre las unidades idénticas repetidas de
esp, se han aislado cepas de Enterococcus con varios numeros de repeticiones A

y C. Las repeticiones A situadas en el dominio N-terminal consisten entre uno a
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tres repeticiones de 84 residuos especificados en secuencias casi idénticas de
252-pb. Las repeticiones C consisten entre tres a nueve reiteraciones de 82
aminoacidos que son codificadas unidades de repeticion de 246 nucleétidos. Las
repeticiones C estan rodeadas por secuencias que comparten el 50% de la
identidad, denominado repeticiones B (69 aminoacidos). El dominio N-terminal sin
repeticion se compone de 694 aminoacidos y se encuentra en el residuo 49 de

secuencia de la secuencia transportadora de la sefial (80, 84).

Se han presentado resultados conflictivos acerca del papel de ESP en la
formacion de biofilm. Tendolkar y cols reportaron un estudio en el cual la
formacion de biofilm fue reducida cuando se evalué una mutante isogénica
comparada con la respectiva cepa productora de la proteina ESP (85). Aun mas,
estudios adicionales han mostrado que el dominio N-terminal de ESP parece ser
suficiente para la produccion de este fenotipo, hecho que fue comprobado cuando
una mutante de ESP que no expresaba el dominio N-terminal presenté menor

capacidad de formar biofilm (81).

En 2001 Toledo-Arana et al realizaron un estudio donde evaluaron la accién de la
proteina de superficie ESP en diferentes cepas aisladas de E. faecalis. Ademas,
analizaron los efectos producidos en los diferentes pasos de formacion del biofilm
a niveles microscopicos y macroscopicos. A su vez, compararon la proteina de
superficie BAP, cuyo nombre proviene de biofilm associated protein, que se
encuentra en la pared celular de S. aureus con la ESP de E. faecalis, en cuanto a
su influencia en la formacién de biofilm. Esta proteina BAP, en un estudio previo

de los mismos investigadores, demostr6 ser una pieza fundamental en la
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formacion de biofilm por parte de este microorganismo (52). Los resultados de
esta investigacion sefialan que ambas proteinas de superficie (BAP y ESP)
comparten el 33% de homologia y 50% de similitud. Por lo tanto, en cuanto a la
habilidad en la formacién de biofilm, se evidencia una importante asociacion entre
la similitud de ambas proteinas y la presencia de la ESP en la pared celular de E.
faecalis. La formacion de biofilm se vio restringida a las cepas aisladas de E.
faecalis que presentaban ESP. Ochenta y siete (87) de 93 cepas de E. faecalis
gue presentaban ESP, fueron capaces de formar biofilm in vitro. Por el contrario,
ninguna de las cepas de este microorganismo que no poseian ESP en su
superficie fueron capaces de formar biofilm, indicando una asociacion genética
entre la presencia del gen esp y la presencia de adhesinas. Igualmente, estos
autores apuntan que el gen esp pudiese jugar un papel importante en la actividad
de vinculacion de los ligandos con la matriz extracelular o tener una influencia
indirecta en la modulacion de ésta actividad en otras moléculas. Sin embargo,

otros reportes indican que ESP no es necesario para la produccion de biofilm (82).

Por otro lado, ensayos in vivo mostraron el papel de esp en la colonizacion y la
persistencia en el tracto urinario (TU) empleando para ello un modelo animal de
infeccién urinaria, en el cual se comparaba una cepa esp™* y una cepa esp”
(mutante isogénica). Los resultados mostraron que la cepa esp”* fue mas
prevalente en la vejiga y la orina de los ratones, mientras que en los animales que
fueron infectados con la respectiva mutante se obtuvo una menor colonizacién al
TU con esta cepa. Estos hallazgos, sugirieron que ESP puede promover la

adhesion bacteriana al uro-epitelio a través de componentes especificos como
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mucina o uroplakina (proteinas integrales que se encuentran en el uro-epitelio)
(86). Adicionalmente, los estudios de colonizacién intestinal murina han mostrado
que esta proteina no esta involucrada en la colonizacion o en la adhesion a células

de endocarcinoma colorectal (79).
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Schematic of the esp gene and inferred protein product. (A) Structural esp gene
and location of insert DNA from various clones used to derive the complete
sequence of esp. Bent arrows indicate the positions of oligonucleotide primers
esp15 and esp16 used for inverse PCR. (B) Deduced Esp protein showing the
inferred signal (S), N-terminal (I¥), repeat (R), and C-terminal (C) regions.
Numbers above each region denote the number of amino acid residues in each
segment. The repeat blocks A, B, and C are identified, with C-, denoting the
partial C repeat.

Figura 1. Estructura del gen esp tomada de Shankar V y cols. Infection-derived Enterococcus
faecalis strains are enriched in esp, a gene encoding a novel surface protein. Infect Immun. 1999

4.10.3 Proteina de union al colageno (Ace)

La proteina de superficie denominada “adhesion of collagen from E. faecalis”
(Ace), fue la primera proteina descrita perteneciente a la familia de las adhesinas

conocidas como “microbial surface components recognizing adhesive matrix
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molecules”, (MSCRAMMS) en enterococcus. Ace es ubicua entre cepas de E.
faecalis comensales y patdogenas, por lo cual se ha propuesto que se puede
utilizar para identificar las cepas de E. faecalis por hibridizacion (87). Esta
adhesina media la unién al colageno tipo I, colageno tipo IV, laminina y dentina y
fue identificada con base en homologia de secuencia con el factor de virulencia

cna del S. aureus el cual se encuentra bien caracterizado (88, 89).

Una investigacion importante relacionada con la funcion de esta proteina es la
realizada por Nallapareddy y cols(27) quienes evaluaron la capacidad de mediar la
adhesion de la proteina de superficie Ace de E. faecalis a las proteinas de la

matriz extracelular como el colageno tipo IV y la Laminina (88).

Ellos utilizaron cepas de E. faecalis mutadas y evidenciaron que la proteina de
superficie Ace si interviene en la adhesion de la cepa OG1RF de E. faecalis al
colageno tipo IV y a la Laminina, asi como también al colageno tipo I. Ademas
seflalan que se pudiera pensar que esta proteina de superficie es la responsable
de la adhesiébn a estas tres proteinas de la matriz extracelular, debido a la

reduccion importante en la adhesion (88).

4.10.4 Feromonas sexuales

Las feromonas sexuales son péptidos hidrofébicos pequefios codificados
cromosomalmente, a lo largo de 7 u 8 aminoacidos, los cuales promueven la
transferencia conjugativa de plasmidos de ADN entre las cepas (90). Se describen
como feromonas porgue ellas obtienen una respuesta especifica de unién de las

células donadoras transportadoras de plasmidos (4).
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Normalmente, son secretadas simultaneamente multiples feromonas por una cepa
de E. faecalis. Adicionalmente a las feromonas, cada plasmido receptor de
feromonas codifica un péptido secretado que actiia como inhibidor competitivo de

su feromona correspondiente (4).

Se ha sefialado que algunas feromonas y sus péptidos inhibidores poseen el
potencial de ofrecer funciones adicionales como quimiorreceptor a los neutrofilos,
causando secrecion enzimética granular e induciendo a una explosion respiratoria.
A pesar de que E. faecalis secreta normalmente multiples feromonas y los efectos
quimiotacticos de las feromonas aparecen en bajas concentraciones, se
desconoce por qué estos péptidos y sus inhibidores modulan significativamente la

respuesta inflamatoria in vivo (91, 92).
4.10.5 Acido lipoteicoico

Los &acidos lipoteicoicos son un grupo de moléculas o polimeros anfipaticos
intimamente relacionados y asociados con la pared celular, que estan constituidos
por una columna central de poliglicerolfosfato unida covalentemente a una porcion

glicolipidica hidrofébica (93).

Se ha reportado que los acidos lipoteicoicos aislados de cepas de E. faecalis o de
otras bacterias Gram positivas pueden estimular a los leucocitos a liberar
numerosos mediadores, los cuales juegan un papel importante en varias fases de
la respuesta inflamatoria. Entre ellos se incluyen la liberacién del factor de

necrosis tumoral alfa (TNFa), la interleucina 1 beta (IL-1B), la interleucina 6 (IL-6),
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la interleucina 8 (IL-8), la prostaglandina E2 (PGE2), la liberaciébn de enzimas

lisosomales y la generaciéon de anidén superoxido por monocitos humanos (94-98).

Ehrenfeld y cols sefialan que los &cidos lipoteicoicos han sido considerados como
un componente de la sustancia vinculante de E. faecalis, los cuales actian como
un receptor para la sustancia de agregacion producida por la célula donadora.
Esta conclusion proviene de experimentos donde &cidos lipoteicoicos libres
aislados de E. faecalis inhiben grupos celulares inducidos por feromonas actuando
como un inhibidor competitivo de la sustancia vinculante celular. Por esto, los
acidos lipoteicoicos son considerados moléculas que ayudan a la virulencia de E.
faecalis a través de la facilitacion de formacién agregada y la transferencia de

plasmidos (99).

4.10.6 Superoxido extracelular

Los aniones superoxidos son radicales de oxigeno altamente reactivos
relacionados con el dafio tisular y celular en una gran variedad de desordenes,

incluyendo las enfermedades inflamatorias (100).

Huycke et al sefalan que E. faecalis produce superoxido extracelular sustancial y
especies derivadas del oxigeno reactivo como el H202 y radicales hidroxilos. Ellos
evaluaron el dafio producido por E. faecalis sobre el ADN de las células
eucariotas, y observaron que las cepas de microorganismo donde hubo presencia
de superoxido extracelular produjeron mayor dafio sobre el ADN que aquellas

cepas mutadas. Estos hallazgos sugieren que la produccion de radicales libres
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extracelulares por parte de E. faecalis promueve la inestabilidad cromosomal y el

dafio causado en el ADN (101).

4.10.7 Gelatinasa (GelE) y proteasa (SprE)

El gen gelE codifica para una proteina secretada de tipo extracelular
metaloproteasa dependiente de zinc denominada gelatinasa, la cual al hidrolizar
gelatina, colageno y caseina, suministra nutrientes a la bacteria por degradacion
del tejido del huésped. Adicionalmente, esta proteina se encuentra relacionada
con la produccion de biofilm y también se ha demostrado que la gelatinasa
presenta un papel importante en virulencia in vivo cuando se ha evaluado en los
modelos animales de peritonitis, endocarditis, endolftalmitis y en el modelo del

nematodo Caenorhbditis elegans (7, 102-104).

El gen gelE se encuentra en el cromosoma regulado por medio del “qudrum
sensing” (105) y abajo de este se encuentra un gen adicional denominado sprE,
que codifica para una proteasa de serina y es cotranscrito con gelE (106). La
transcripcion de estos genes es regulada de una forma dependiente por medio del
sistema fsr (fecal streptococci regulator), el cual esta formado por los genes fsrA,
fsrB, fsrC, que se encuentran corriente arriba de los genes gelE y sprE y

presentan homologia con el sistema al agrBCA de Staphylococcus aureus (105).

4.10.8 Hialuronidasa

La hialuronidasa es un término general usado para describir enzimas que son
capaces de descomponer el sustrato hialuronidato (&cido hialurénico o

hialuronano). La hialuronidasa actta como un &cido hialuronico, y es
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principalmente, una enzima degradativa que esta asociada con dafio tisular como

consecuencia de su funcioén (107).

Otra funcion importante de esta enzima podria ser abastecer de nutrientes a los
microorganismos, debido a que los productos de degradacion de los sustratos son
los disacéaridos, los cuales pueden ser transportados y metabolizados

intracelularmente por las bacterias (107).

La hialuronidasa es considerada como facilitador de la proliferacion bacteriana, asi
como de sus toxinas, a través de los tejidos del hospedero. Ademas de su propio
efecto dafino, también es capaz de permitir los efectos deletéreos de otras toxinas

bacterianas, incrementando asi la magnitud del dafio (108).

4.10.9 Citolisina (Cyl)

Anteriormente llamada hemolisina, una enzima téxica codificada por plasmidos, es
producida por las cepas de E. faecalis. Es capaz de destruir eritrocitos, neutrofilos
polimorfonucleares y macréfagos, matar células bacterianas y reducir el acto de la

fagocitosis (109).

Jett y cols sefialan que si las cepas de E. faecalis producen citolisinas, el efecto
beneficioso combinado de la terapia antimicrobiana y anti inflamatoria se veria
completamente contrarrestado debido a la actividad organotdéxica de esta
sustancia, la cual destruye completamente el 6rgano a pesar de que los otros
aspectos importantes de la infeccién estén satisfactoriamente controlados. Estos
autores demuestran que aun en un érgano con respuesta inmune limitada, la

enfermedad enterocdccica cuenta con un componente inflamatorio importante, asi
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como con un componente organotoxico si el organismo agresor es productor de

citolisina (110).

4.11 Técnicas de identificacion de los microorganismos

4.11.1 Métodos fenotipicos

Actualmente, la identificacion bacteriana se realiza por medio de métodos
convencionales basados en las caracteristicas fenotipicas, puesto que su

realizacion y coste los hace mas asequibles.

Los esquemas tradicionales de identificacion fenotipica bacteriana se basan en las
caracteristicas «observables» de las bacterias, como su morfologia, desarrollo, y
propiedades bioquimicas y metabdlicas. El cultivo, cuando es factible, continGa
siendo el método diagnéstico de eleccién; permite el aislamiento del
microorganismo implicado, su identificacion, el estudio de sensibilidad a los
antimicrobianos y facilita la aplicacion de marcadores epidemiol6gicos. En el
cultivo es esencial la correcta eleccion del medio de crecimiento y las condiciones

de incubacion.

En el proceso de identificacion bacteriana tradicional, la experiencia del
microbiologo es fundamental para la eleccibn de una prueba o una bateria de
pruebas de forma secuencial en funcion de la fiabilidad de las mismas, del género
o0 de la especie bacteriana que se pretende identificar, del origen del aislado
bacteriano, asi como del coste de las mismas. Los laboratorios deben elaborar y
realizar un proceso de identificacion normalizado en su actividad diaria, que utilice

de forma secuencial o simultdnea un conjunto de pruebas cuyo propdsito final sea
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la identificacion del microorganismo a nivel de género y especie, y que incluya la

mayoria de las bacterias desde el punto de vista infeccioso.

Dentro de estas pruebas bioquimicas se destacarian:

Caracteristicas microscopicas: morfologia y hemdlisis; Cultivo: Medios de

cultivo y requisitos de crecimiento en relacién a atmdsfera, temperatura y nutricion.

Pruebas bioquimicas, diferenciando:

1) Pruebas que se utilizan en la identificacién preliminar y con lectura inmediata
como la catalasa y oxidasa; 2) otras pruebas rapidas, con lectura en menos de 6h
tal 'y como la hidrolisis del hipurato, la [(-galactosidasa (ONPG), las
aminopeptidasas, la ureasa y el indol; 3) pruebas lentas, con lectura de 18 a 48h
que incluirian la 6xido-fermentacion, reduccién de nitratos, rojo de metilo, Voges-
Proskauer, Agar hierro de Kligler, fermentacion de azucares, hidrélisis de la
esculina, coagulasa, fenilalanina-desaminasa, DNAsa, hidrélisis de la gelatina,
decarboxilasas, lipasa, lecitinasa, utilizacion de citratos, utilizacién de malonato, y
prueba de CAMP entre las mas frecuentes, y 4) pruebas basadas en caracteres de
resistencia a ciertas sustancias tal y como optoquina, bacitracina, solubilidad en

bilis, y crecimiento en caldo hipersalino.

Hay que destacar que existen en el mercado numerosos sistemas 0 equipos
multipruebas con el fin de conseguir una mayor rapidez en la identificacion de
algunas bacterias. Todos exigen unas condiciones muy precisas de concentracion

del inoculo, de inoculacién, de incubacion y de lectura, que si no se observan
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pueden dar lugar a importantes errores. Estos sistemas pueden ser manuales y

automatizados. Entre ellos:

Sistemas comerciales manuales o galerias multipruebas: Se trata de celdillas
aisladas con sustrato liofilizado que se inoculan individualmente y que permiten
realizar simultdneamente entre 10 y 50 pruebas bioquimicas. Los resultados de las
pruebas se expresan de forma numérica (los resultados de las pruebas se
agrupan de tres en tres, de manera que el resultado de cada trio de pruebas

gueda reducido a un digito).

Cada especie esta definida por un codigo numérico, resultado de la codificacion de
las reacciones a las pruebas que se hubieran utilizado. Para codificar el digito de

un trio de pruebas se establece el siguiente sistema:

Si una prueba cualquiera es negativa, se le asigna un valor de O (cero) a la

prueba.

« Sila primera prueba es positiva, se asigna un valor de 1.

« Sila segunda prueba es positiva, se asigna un valor de 2.

« Silatercera prueba es positiva, se asigna un valor de 4.

El cédigo numérico se obtiene sumando los valores de las tres pruebas. Los
limites inferior y superior del cddigo son 0 y 7 respectivamente. Ante un
microorganismo problema, no tenemos mas que buscar el cédigo numérico y
comprobar a qué bacteria pertenece. Estos son algunos de los sistemas

disponibles en el mercado:
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API (bioMérieux), Enterotube (BBL), Oxi/Ferm Tube (BD), RaplD systems y

MicrolD (Remel), Biochemical ID systems (Microgen), etc.

Sistemas comerciales automatizados: Hay en el mercado galerias
multipruebas, como las descritas en el apartado anterior pero cuya inoculacion,
incubacion y lectura se efectian de modo automatizado. También hay paneles en
los que ademas de encontrarse los sustratos para el desarrollo de pruebas
bioquimicas, se encuentran diversos antimicrobianos a distintas concentraciones,
con lo que se realiza simultdneamente la identificacion y antibiograma del
microorganismo objeto de estudio. Existen distintos paneles para distintos grupos
de microorganismos. La inoculacion y la lectura de estos paneles se suele hacer
de forma automética, incorporandose los datos obtenidos en un ordenador, el cual

proporciona con un indice alto de fiabilidad la identificacion del microorganismo.

Estos son algunos de los sistemas en paneles comerciales mas extendidos

disponibles en el mercado: MicroScan, Vitek, ATB, Pasco, Wider, Phoenix, etc.

4.11.2 Métodos moleculares

La ausencia de concordancia entre las caracteristicas observables, morfoldgicas
y/o fenotipicas del aislamiento en estudio y las correspondientes a la(s) cepa(s) de
la especie tipo, hace que los métodos fenotipicos realicen la identificacion mas
probable y no definitiva. Para solventar los problemas inherentes presentados por
los sistemas de identificacion fenotipica no todas las cepas de una misma especie
muestran una caracteristica especifica; una misma cepa puede generar diferentes

resultados en ensayos repetidos; y las limitaciones en la base de datos de
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bacterias correspondiente, entre otros se han impuesto a los métodos genotipicos

de identificacion bacteriana como procedimientos complementarios o alternativos.

Una amplia variedad de genes han sido utilizados como dianas moleculares en los
estudios taxondmicos o de filogenia en las distintos géneros y distintas especies
bacterianas, constituyendo el analisis del ARNr 16S el marcador inicial y en
numerosas situaciones el marcador suficiente para realizar una identificacion mas
precisa. Sin embargo, en otras circunstancias, la alta homologia genética presente
en determinados géneros bacterianos o un reciente cambio en su asignacion
taxondémica, no permite realizar con el ARNr 16S una identificacion a nivel de
especie o de géneros. En estos casos, podemos recurrir a otros genes dianas
para realizar asignacion de especie. Los genes descritos con mayor frecuencia
con utilidad en taxonomia bacteriana y/o filogenia son los que se desarrollan a

continuacion del ARNr 16S.

El ARNr 16S (rrs): Es un polirribonucleétido codificado por el gen rrs o ADN
ribosomal ARNr 16S (ADN 16S) incluido en la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano. De distribucion universal, componente critico en la funcion celular, el
ARNr 16S actua como un crondmetro molecular al presentar un alto grado de
conservacion. Aunque el ARNr 16S constituye la diana de accién para algunos
antimicrobianos, produciéndose mutaciones que conducen a la resistencia
fenotipica, no se invalida la utilizacion del ARNr 16S para la identificacion
bacteriana o la asignacion de género y especie. La secuencia del gen ARNr 16S

presenta de forma aproximada 1.500 pb. Este tamafio proporciona suficiente
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polimorfismo interespecifico para diferenciar y establecer medidas estadisticas

validas.

16S-23S ARNr: Espacio intergénico del 16S-23S ARNr (ITS). Estas ITS se
presentan en un numero variable en funcién del nimero de operones ARNr o
alelos rrs. Este elevado grado de diversidad observado en las ITS en diferentes
géneros, diferentes Especies, diferentes cepas, y en una misma cepa producido
por variaciones en el nimero, tamafio y composicion de las ITS del 16S-23S
ARNr, constituye la base para su utilizacion en identificacion, filogenia y/o

tipificacion.

ARNr 23S: Puede ser una buena alternativa en los casos en los que la fraccion
16s no proporciona resultados concluyentes. Un aumento en el coste y alguna
dificultad técnica en la amplificacion de fragmentos mas grandes pueden limitar su
uso, aunque ser utilizado en la actualidad como un método auxiliar util con fines

taxonomicos y filogenéticos.

rpoB (subunidad B de la ARN polimerasa): La ARN polimerasa (RNAP) es una
enzima imprescindible en el proceso de transcripcion y constituye la diana final de
las diferentes rutas que controlan la expresion génica en los organismos Vivos.
Con una distribucion universal en bacterias, sugiri0 su aplicacion como un
cronometro molecular de alta potencia. El uso de este marcador ofrece algunas
ventajas respecto a los marcadores moleculares precedentes, entre ellas, las
secuencias del rpoB presentan en numerosas ocasiones mayor calidad que las del

ARNr 16S, al ser secuencias de reciente obtencion; también otro factor importante
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y favorable, es que existe mayor correlaciébn en la similitud de la secuencia
del rpoB con el criterio de inclusion en la misma especie de la hibridacion ADN-
ADN (DDH< 70%). Criterio que no facilmente se cumple para valores de
similitudes del ARN 16S superiores al 99%; y por ultimo, otra circunstancia
favorable del andlisis delrpoBes su aplicacibn como instrumento de
genotipificacion y de filogenia. Consecuencia de que las sustituciones
nucleotidicas que se producen son silentes (tercera posicion del codén), y que por
su funcion housekeeping probablemente no esté sometido a transferencia

horizontal genética.

gyrB (subunidad 3 de la ADN girasa): Es el gen codificante de la subunidad (3 de
la ADN girasa o topoisomerasa Il y est4 implicado en la replicacion del ADN
bacteriano. De distribucién universal, la presencia en monocopia de gyrB permite
la discriminacion e identificacion de Especies fuertemente relacionadas
pertenecientes a los géneros Aeromonas, Pseudomonas, Bacillus, Vibrio, vy
también enterobacterias, micobacterias y bacterias &acido lacticas’. Es un
marcador de gran utilidad en la sistematica bacteriana al presentar una tasa de
sustituciones sinénimas o silentes que se estima en al menos cuatro veces mayor

que la del ARNr 16S.
4.12 Microbiologia clinica

En los ultimos afios se le ha dado especial atencién al rol que cumple el
laboratorio de microbiologia en el diagnoéstico de los microorganismos de la

cavidad bucal. Es por ello que se han desarrollado y perfeccionado diversas
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técnicas microbiologicas para conocer mejor la ecologia microbiana y a su vez los
mecanismos de patogenicidad de los microorganismos mas importantes,

asociados a diferentes enfermedades.

Es importante tener presente que este tipo de andlisis es una herramienta
importante para el Odontélogo, ya que permite conocer la etiologia microbiana de
una enfermedad, seleccionar el antimicrobiano adecuado y también determinar la

eficacia del tratamiento realizado.

El estudio de la microbiota bucal y de las enfermedades infecciosas de la cavidad
bucal involucra una serie de etapas que van desde la toma y transporte de la
muestra hasta el aislamiento e identificacion de los agentes etioldgicos, por
procedimientos especiales de cultivo y pruebas diferenciales de las especies

aisladas.

En primer lugar, la muestra clinica a ser tomada representa una porcioén o cantidad
de material biol6gico que es sometida a pruebas para determinar la presencia o
ausencia de microorganismos especificos. Es importante destacar que para la
toma de una muestra deben tenerse en cuenta los siguientes requisitos: ser
seleccionada del area afectada con el fin de aislar e identificar los agentes
etiologicos del proceso infeccioso; obtener una cantidad adecuada para realizar
las diferentes pruebas diagnosticas; evitar arrastrar flora microbiana que habita
normalmente en piel y mucosas; y debe ser tomada antes de administrar
antimicrobianos al paciente. Finalmente, la muestra debe ser enviada

inmediatamente al laboratorio, pues existen factores que pueden modificar la
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composicioén inicial, tales como: temperatura, humedad y algunas sustancias que

producen los microorganismos que pueden inhibir el crecimiento de otros.

Una vez llegada la muestra al laboratorio, se procede a realizar el examen
microscépico directo, la siembra en medios de -cultivos apropiados, y la

identificacion de los microorganismos en estudio.

El examen microscoépico directo de las muestras obtenidas de la cavidad bucal
permite orientarnos hacia la morfologia predominante: cocos, bacilos,
espiroquetas, asi como para conocer la existencia de hongos y protozoarios, y si

se trata de microorganismos Gram negativos o Gram positivos.

La siembra de las muestras obtenidas de la cavidad bucal en medios de cultivo
selectivos, es el procedimiento mas adecuado para establecer la etiologia de los
procesos infecciosos. No obstante, es conveniente indicar que se trata de una
metodologia compleja, laboriosa y que necesita de personal especializado. Es
conveniente sefialar que el aislamiento y purificacion de algunos microorganismos
anaerobios no es facil de obtener; sin embargo, en los ultimos afios se han
desarrollado medios selectivos y suplementos especificos con los que puede

favorecerse el aislamiento de anaerobios de interés en la cavidad bucal.

La identificacién de los microorganismos aislados y purificados, se inicia con el
examen microscopico previa coloracién y la observacion macroscoépica de las
colonias, seguido del andlisis a través de pruebas bioquimicas convencionales o
por pruebas rapidas que incluyen sistemas microbioquimicos y enzimaticos

manuales o automatizados, que permiten la identificacion definitiva.
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En laboratorios de microbiologia especializados, la identificacion de
microorganismos de la cavidad bucal, también se realiza por pruebas de
cromatografia gas-liquido, inmunofluorescencia directa, ELISA y sondas de ADN.
Estas pruebas han sido utilizadas para detectar especies de Porphyromonas,
Prevotella, Streptococcus, Fusobacterium, Candida, entre otros microorganismos.
En general, para la identificacion se utilizan métodos de trabajo complejos, cada
uno de los cuales tiene sus ventajas, pero también limitaciones. Sin embargo,
independientemente de la técnica de identificacibn que se utilice, los
microorganismos en estudio, deben ser aislados y purificados previamente en

medios de cultivos adecuados.

Conviene sefialar finalmente, que el diagndstico microbiolégico es una
herramienta importante que puede ser utilizada por el Odontélogo para estudiar,
conocer e investigar la etiologia microbiana de las enfermedades infecciosas de la
cavidad bucal. No obstante, la clave del diagndstico microbioldgico, va a depender
de una adecuada toma de muestra, su cuidado en la manipulacién y transporte al

laboratorio, por parte del clinico.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 TIPO DE ESTUDIO

Se realizé un estudio de tipo observacional de corte transversal en el que se midié
la expresion del gen esp por varias cepas clinicas de E. faecalis en un modelo In

Vitro de dientes extraidos.
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5.2 MUESTRA

La muestra de estudio estuvo conformada por 3 cepas clinicas de Enterococcus

faecalis aisladas a partir de pacientes con necrosis pulpar, las cuales fueron

aisladas y almacenadas en el banco de muestras del grupo de investigacion

GITOUC. Ademas, se utiliz6 una cepa referencia de E. faecalis (ATCC 29212)

adquirida del american type culture.

5.3. VARIABLES Y OPERACIONALIZACION

gen rRNA 16S en

VARIABLES DEFINICION NATURALEZA | NIVEL DE UNIDAD DE
MEDICION MEDICION
Cuantificacion
Calidad y 3 mediante ) Absorbancia
concentracion |espectrofotometria Cuantitativa Raz6n 260nm
del ARN a 260/280nm del 260/286nm
mensajero. RNA extraido de
las bacterias.
Medicién de la
concentracion
Concentracioén | bacteriana o . Absorbancia
) . Cuantitativa Continua
bacteriana mediante 620nm
espectrofotometria
a 620nm.
Observacion de
bacterias formando
biofilm sobre las
Formacion de |paredes del o . Presencia /
o : Cualitativa Nominal )
biofilm conducto radicular ausencia
mediante tincion y
microscopia de
fluorescencia.
Determinacion del
Nivel de nivel de expresion Numero de veces
expresion del gen esp Cuantitativo Discreta sobre- o sub-
génica respecto al control expresado
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las bacterias que
formaron biofilm.

5.4 RECOLECCION DE DATOS

5.4.1 Identificacion de cepas clinicas. Las cepas clinicas aisladas de conductos

radiculares de pacientes con lesion apical fueron cultivadas en agar nutritivo

durante 24 horas a 37°C en condiciones anaeroébicas.

Proceso de cultivo
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Figura 2. Proceso de cultivo bacteriano.

Al terminar el periodo de incubacion, se depositdé una muestra de cada cepa sobre

una placa portaobjetos y se realiz6 una tincibn de Gram. Las placas fueron

visualizadas en microscopio éptico con objetivo de 100x y aceite de inmersion, lo

que permitié identificar cocos Gram positivos agrupados en parejas 0 en cadenas

cortas (Figura 3).
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Figura 3. Tincién de gram.

A partir del mismo cultivo bacteriano se realizé una prueba de catalasa, la cual

arrojo resultado negativo para las muestras de estudio. (Figura 4).

Figura 4. Prueba de catalasa. La ausencia de formacion de burbujas al agregar el

peréxido de hidrogeno es evidencia de una prueba negativa para catalasa.

Para confirmar la identidad de las cepas clinicas se realiz6 la extraccion del ADN

de cada cepa y se realizd6 una PCR con primers especificos para género

Enterococcus y primer especificos para E. faecalis (ver tabla 1) utilizando el kit de

PCR GoTag® Green Master Mix (Promega).

Tamafo del
Oligonucleétido Secuencia Especificidad amplicén
EntG-F TACTGACAAACCATTCATGAT
16S rRNA 112 pb
EntG-R AACTTCGTCACCAACGCGAAC
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Efaec-F CCGAGTGCTTGCACTCAATTGG
16S rRNA 137 pb

Efaec-R CTCTTATGCCATGCGGCATAAAC

5.4.2 Cultivos bacterianos. Las bacterias fueron cultivadas en medio TSB (Caldo
Triptona de Soja, Oxoid) durante 24 horas y la concentracion bacteriana en
términos de UFC/ml fue determinada wusando un espectrofotdmetro
(ThermoScientific) ajustando la longitud de onda a 620nm. La concentracion

bacteriana fue ajustada a 1,5 x 102 UFC/mL con solucién salina. (Figura 5)

Figura 5. Proceso de cultivo bacteriano.

5.4.3 Preparacion de los dientes. A 11 dientes anteriores unirradiculares
humanos recién extraidos y con cemento radicular intacto, se le realizaron
radiografias periapicales; posteriormente la apertura cameral y localizacion del
canal con fresa redonda # 2 microdont con pieza de alta velocidad (NSK —
Hoffman Estates, IL — USA). Fueron preparados e instrumentados con limas tipo K
Flexofile (Dentsply Maillefer, Tulsa — Oklahoma, USA) de 31 mm desde lima 15
hasta lima 50 con irrigacién profusa entre lima y lima con hipoclorito de sodio al
5.25 % (Eufar Laboratories, Bogota, Colombia) para extraer el tejido, eliminar

detritus y desinfectar el conducto. Para ampliar los conductos en los dos tercios
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cervicales se utilizaron fresas Gates glidden # 1 y 2 (Kerr Corp., West Collins,

Orange — CA, USA), y finalmente, retroceso hasta la lima 80.

Una vez preparados, cada diente fue cortado transversalmente en su extremo
coronal por medio de un disco diamantado, midiendo desde apical a lo largo de la
raiz 14 mms. Se realizaron radiografias utilizando radiografia periapical
convencional con peliculas tipo E (Eastmann Kodak Company, NY, USA) de las
cavidades de acceso estandar y un tercio del conducto radicular; se procede a su

esterilizacion en autoclave por 30 minutos.

Posteriormente cada diente fue adherido al extremo cortado de un tubo eppendorf
estéril de 1.5mL (ver figura 1), sellado con resina epéxica y luego barnizado desde
la raiz hasta la parte inferior del tubo con esmalte. El sistema se dej6 secar

durante 24 horas.
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Preparauon del modelo

Figura 6. Sistema de preparacion y montaje del diente.

5.4.4 Inoculacion del sistema. El proceso de inoculacion de los dientes se realizé
en una cabina de flujo laminar tipo 2. Con la ayuda de una micropipeta estéril de
20uL, fueron depositados aproximadamente 20 uL de la suspension bacteriana en
el conducto radicular de cada diente; el tubo fue tapado e incubado a 37°C durante
15 dias reemplazando la suspension bacteriana cada 48 horas. El esquema de
inoculacién de los dientes fue el siguiente: 3 dientes fueron inoculados con la cepa
de referencia E. faecalis (ATCC 29212) de los cuales uno fue utilizado para el
ensayo de fluorescencia y dos para la extraccion de ADN; 3 dientes fueron

inoculados con la cepa clinica CC1, utilizados de igual forma que el anterior; 2
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dientes fueron inoculados con la cepa clinica CC2, ambos utilizados para el
ensayo de expresion génica; 2 dientes con la cepa clinica CC3, utilizados de igual
forma; y 1 diente fue utilizado como control negativo utilizado en el ensayo de

fluorescencia.

5.4.5 Andlisis por microscopia de fluorescencia. Transcurrido el tiempo de
incubacion, los dientes destinados para el ensayo de fluorescencia fueron lavados
con solucion salina dos veces y luego removidos del tubo, cada diente fue cortado
longitudinalmente con pieza de baja velocidad (NSK — Hoffman Estates, IL — USA)

con la ayuda de un disco diamantado como se indica el corte en la figura 7.

<4+— Seccion 2

Figura 7. Esquema de cortes realizados sobre los dientes. Las lineas punteadas

indican la posicion de los cortes realizados.

5.4.5.1 Tincién de biofilm. Para evidenciar la formacion de biofilm, las bacterias
adheridas a la pared del conducto radicular fueron tefiidas con el kit LIVE/DEAD®
BacLight® Bacterial Viability; para esto se prepar6 1 mL del colorante en un tubo

de micro centrifuga de 1.5mL.
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Las secciones 1y 2 (indicadas en la figura 2) de cada diente fueron sumergidas en
la solucién de fluorescencia durante 15 minutos. Luego, cada seccion fue lavada
con solucion salina, montada en una placa portaobjetos y visualizada en un
microscopio de fluorescencia (Leica Microsystems GmbH — Wetzlar - Germany)
con objetivos de 5x, 10x y 20x, utilizando el filtro 13 (450-490nm) el cual excita el

colorante SYTO 9 utilizado en la tincion.

5.4.7 Anédlisis de Expresion Génica. EI RNA mensajero de las bacterias
formando biofilm y creciendo en caldo fue extraido usando el kit QIAzol Lysis
Reagent (Qiagen — Venlo, Limburg - Netherlands). Para las bacterias que
crecieron sobre las paredes del conducto radicular se utilizaron 75uL del reactivo,
los cuales fueron depositados en el conducto de cada diente y dejados 30
segundos a temperatura ambiente antes de ser retirados por inversion sobre un
nuevo tubo vacio. Para las bacterias que crecieron en caldo se utilizaron 150uL
del QIAzol, los cuales se depositaron sobre el botén de bacterias obtenido por

centrifugacion.

La calidad y concentracion del RNA mensajero extraido a partir de cada diente fue
determinada mediante un espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific —

Waltham, MA, USA) a 260 y 280 nanOmetros.
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Analisis de la expresion genética

"'.'}touc

Figura 8. Analisis de la expresion genética.

5.4.8 Transcripcion Reversa y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-

PCR). La transcripcion reversa y PCR fue llevada a cabo en un solo paso

mediante el Kit AccesQuick "™ RT-PCR System (Promega — Madison, WI — USA).

Se utilizé6 1ug de RNA para cada reaccion y primers para los genes 16S rRNA

(housekeeping) y esp (secuencia reportada por Toledo-Arana) (67). Los tubos

fueron incubados a 45°C durante 45 minutos para llevar a cabo la transcripcion

reversa e inmediatamente sometidos a 95°C por 5 minutos y a 40 ciclos de 94°C

por 1 minuto, 50°C por 1 minuto y 72°C por 1 minuto, mas una etapa final de

extension a 72°C por 5 minutos, en un termociclador (PerkinElmer — Waltham, MA

- USA).
Oligonucleotido Secuencia Especificidad Taman_o,del
amplicén
Efaec-F CCGAGTGCTTGCACTCAATTGG
16S rRNA 137 pb
Efaec-R CTCTTATGCCATGCGGCATAAAC
esp-F GGTCACAAAGCCCAACTTGT Gen Esp 407 pb
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esp-R ACGTCGAAAGTTCGATTTCC

Los productos fueron corridos en un gel de agarosa al 1.5% durante 90 minutos a
100 voltios y 300 miliamperios. El gel fue tefiido con Bromuro de etidio (0.5ug/ml) y
visualizado en un transiluminador con luz ultravioleta. Los resultados fueron

documentados con una camara Sony.

5.5 RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION: para el
analisis de los niveles de expresion, la intensidad de cada banda fue convertida en
valores de densidad oOptica (O.D) mediante el software Image J. Con los valores de
O.D de cada muestra se construyé una grafica de barras, con el programa
Microsoft Office Excel, en la cual se muestra los niveles de expresion de cada

muestra.
5.6 ANALISIS ESTADISTICO

Inicialmente se procedié con andlisis univariado en el cual se obtuvo para
variables cualitativas proporciones. Para variables cuantitativas se obtuvieron

media y desviacion estandar.

Por otro lado, en el analisis bivariado se utilizé Test Exacto de Fisher para poner a
prueba la asociacion entre la presencia del gen y las cepas (clinicas o de

referencia).

El analisis estadistico se realizd en el paquete IBM SPSS Statistics v.20 para
Macintosh (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Macintosh, Version

20.0. Armonk, NY: IBM Corp).
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6. RESULTADOS
6.1 IDENTIFICACION MOLECULAR DE E. faecalis

6.1.1 PCR Enterococcus spp. y Enterococcus faecalis. Para confirmar la
identidad de las cepas clinicas y de referencia, se realizé una PCR especifica del
género Enterococcus, la cual dio positiva para todas las cepas analizadas (Figura
5). Adicionalmente, el 100 % de las cepas correspondieron a Enterococcus

faecalis.

\ , Género Enterococcus
MW

BiEn 72 CCL ¢ CC2 RECCIMEaC—

Figura 9. PCR Género Enterococcus. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.
MW: marcador de peso molecular de 50pb; E.f: Cepa de referencia E. faecalis;
CC1: cepa clinica 01; CC2: cepa clinica 02; CC3: cepa clinica 03; C-: control
negativo.

6.1.2 PCR para detectar la presencia de genes esp en las cepas de E.

faecalis.

Los resultados de la presencia del gen de virulencia esp en las diferentes cepas se

describen en la Tabla 1. De forma global, esp estuvo presente en el 37.5 % de las
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muestras analizadas. Asi mismo, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en la proporcion de aparicion del gen esp (Tabla 2).

GEN DE VIRULENCIA
Esp
ATCC 29212 +
ATCC 29212 -
CCo1 +
CCo1 -
CC02 -
CC02 +
CCO03 -
CCO03 -

CEPA

Tabla 2. Expresion del gen de virulencia esp en las muestras estudiadas

CEPAS GENnN (%) P-VALOR
ATCC 2912 (n=2) 1 (50,0)
CLINICAS (n=6) 2 (33,3) 0,64
TOTAL (n=8) 3(37,5)

Tabla 3. Analisis bivariado de la ocurrencia del Gen esp en las muestras
estudiadas.

Figura 10. PCR para detectar la presencia de genes Esp. Electroforesis en gel de
agarosa al 1.5%. MW: marcador de peso molecular de 50pb; E.f.: Cepa de
referencia E. faecalis; CC1: cepa clinica 01; CC2: cepa clinica 02; CC3: cepa
clinica 03; C-: control negativo.
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6.2 ANALISIS POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Las secciones 1y 2 de los dientes tefiidas con el kit de fluorescencia LIVE/DEAD®
BacLight® Bacterial Viability fueron observadas al microscopio de fluorescencia
con objetivos 5X, 10X, 20X. En los montajes hechos a partir de los dientes
inoculados con la cepa de referencia ATCC 29212, se observo la presencia de una
multitud de aglomeraciones de bacterias firmemente adheridas a la pared del
conducto radicular. Estas agrupaciones de bacterias constituyen las microcolonias
formadas por E. faecalis durante la formacion de biofilm y se pueden evidenciar
como cumulos de color verde ampliamente distribuidos sobre la superficie del
conducto (Figura 7). Por otro lado, en los montajes realizados a partir del diente
inoculado con la cepa clinica CC01, no se observo la presencia de agregados de
color verde (Figura 8), lo que significa que esta cepa no fue capaz de formar

biofilm.

Figura 11. Formacion de biofilm por E. faecalis. Microscopia de
fluorescencia de secciones 1 y 2 de dientes inoculados con la cepa de

referencia ATCC 29212.
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Figura 12. Ausencia de biofilm. Microscopia de fluorescencia de secciones 1y 2
de dientes inoculados con la cepa clinica CCO1.

6.3 ANALISIS DE EXPRESION DEL GEN ESP MEDIANTE RT-PCR

La RT-PCR realizada a partir del ARN extraido de los dientes inoculados con las
cepas de E. faecalis, permitié cuantificar el nivel de expresion de los genes ARNr
16S y esp en las bacterias durante su crecimiento en caldo y formando biofilm en
la superficie de los conductos radiculares. La expresion del gen ARN 16S, usado
como gen de referencia en este ensayo, no varié significativamente en las
bacterias que crecen en caldo comparadas con las que formaban biofilm. Asi
mismo, la expresion del gen esp en la cepa de referencia ATCC 29212 que crecio
en suspension (E.F-S) fue significativamente baja comparado con la expresion del

gen de referencia ARNr 16S (Figura 10).
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Por otro lado, la expresion del gen esp fue mucho mayor en la cepa CC02 que
formaba biofiim (CC02-B) comparado con la misma cepa que crecid en

suspension (CC02-S) (Figura 13).

La visualizacion tridimensional de la imagen de la electroforesis de la figura 13,
permitié observar con claridad las diferencias en la densidad Optica de las bandas
correspondientes a los diferentes genes. Como se puede observar (Figura 14), el
pico de densidad Optica mas alto, corresponde a la mayor expresion del gen esp
en la cepa CCO02 cuando crecid formando biofilm, mientras que para el gen ARNr
16S no hubo diferencia en la altura de los picos correspondientes a las cepas y
sus respectivos tratamientos. Estas diferencias también pudieron ser observadas

al graficar la densidad 6ptica de cada banda.

ARNr 16s Gen esp

E.F-S CC02-S CC3-S CC02-B CCO03-B E.F-S CC02-S CC03-S (CC02-B CC03-B

Figura 13. Andlisis de expresion génica mediante RT-PCR. Electroforesis en
gel de agarosa al 1.5%. MW: marcador de peso molecular de 50pb; E.F-S:
Cepa de referencia E. faecalis, en suspension; CC2-S: cepa clinica CC02, en
suspension; CC3-S: cepa clinica CC03, en suspension; CC02-B: cepa clinica
CC02, formando biofilm; CC03-B: cepa clinica CC03, formando biofilm.
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Figura 14. Visualizacién tridimensional de la expresion del gen ARNr 16S y
esp. Los picos en la figura representan la densidad éptica de las bandas
obtenidas en el ensayo de RT-PCR, entre mayor sea la densidad éptica mas
alto sera el pico.
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Figura 15. Grafica de la densidad 6ptica de cada banda representada como
barras. *El valor de cada barra esta dado por la intensidad promedio de cada
pixel dividido por el &rea de cada banda.
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CEPAS CANTIDAD
ATCC 2912 (n=2) 1,60
CLINICAS (n=6) 2,90
PROMEDIO 2,25

Tabla 4. Resultados de la medicion de la expresion del gen esp en cepas clinicas
y ATCC (referencia).

7. DISCUSION

El biofilm se define como comunidades bacterianas adheridas a una superficie y
encerradas en una matriz extracelular que favorece su resistencia a agentes
externos. Recientemente el término de biofilm bacteriano, ha ganado importancia
clinica debido a que propicia la resistencia a los agentes antibacterianos mas
utilizados en odontologia. (111). El primer paso en la formacion de biofilm es la
unién de bacterias a una superficie ya sea inerte, como ocurre en los dispositivos
meédicos implantados dentro del organismo, o en superficies propias del huésped
como es el caso de valvulas cardiacas, pulmoén e incluso sobre el esmalte
dentario. Los pasos subsiguientes para el desarrollo del biofilm incluyen la

produccion de la matriz extracelular y el crecimiento y maduracion de la misma (9).

El género Enterococcus se asocia frecuentemente con la formacién de biofilm en
diversos dispositivos medicos permanentes tales como: valvulas protésicas del
corazon, dispositivos intrauterinos, protesis de cadera artificiales, catéteres
urinarios y venosos centrales (111). Las dos especies mas comunes son

Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium. Durante el proceso de formacion
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del biofilm de esta especie bacteriana se han reportado diversas dianas
moleculares asociados tales como los genes fsr, bpd, esp y gel e presentes tanto

en E Faecalis y E Faecium (81, 112-115).

La formacion de biofilm es un proceso de desarrollo complejo de fijacion e
inmovilizacion sobre una superficie: interaccion célula a célula, formacion de
microcolonias, formacion de biofilm confluente y el desarrollo de una estructura
tridimensional del biofilm (116). Sin embargo, la red de regulacion, asi como el
papel preciso que cada uno de los factores identificados, no se ha esclarecido
totalmente en el proceso de formacién del biofilm y los resultados parecen ser
contradictorios. Para tratar de recrear este proceso complejo, en el presente
estudio se disefié un sistema In Vitro que permitid evaluar la formacion de biofilm
de E faecalis mediante microscopia de fluorescencia y la evaluacion de una diana
molecular de gran discusion actual, el gen esp, el cual se ha reportado asociado al
proceso de formacion de biofiim de E. faecalis (82). EI modelo In Vitro de
formacion de biofilm de E. faecalis, consistio en dientes humanos extraidos, con
instrumentacién endodéntica y acondicionado a un sistema de anaerobiosis
artificial, todo esto con la finalidad de recrear las condiciones de un conducto

radicular posterior al tratamiento endodoéntico, con fracaso del mismo.

La regulacién de la expresion génica bacteriana en respuesta a la densidad de la
poblacién de células, quérum sensing, se logra a través de la produccion de

moléculas de sefalizacién extracelular llamada autoinductores (Miller y Bassler,
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2001). La produccion de biofilm estd regulada por sistemas de deteccion de
quérum sensing en varios patdogenos bacterianos. El biofilm es notoriamente dificil

de erradicar y es una fuente de muchas infecciones cronicas (117).

Un biofilm maduro puede tolerar antibiéticos a concentraciones de 10-1000 veces
mas que las requeridas para matar a las bacterias plancténicas. Toledo-Arana y
cols informaron que la capacidad para formar biofilm es comudn entre los aislados
clinicos de E. faecalis. La capacidad de formacion de biofilm se limita a las cepas
gue albergan el gen esp, el cual promueve la union primaria y la formacién de
biofilm por E faecalis en superficies abioticas (67). Los resultados observados en
el presente estudio evidenciaron que las muestras clinicas expresaron esp en un
33.3 % de las muestras. Sin embargo, Dworniczek et al y Mohamed et al
encontraron que el gen esp no era necesario para la formacién del biofilm (118).
Otro estudio realizado por Kristich et al demostrd la formacién In Vitro de biofilm
por E faecalis en ausencia del gen esp y la patogenicidad de la secuencia de
codificacion (114). Los resultados indican que la presencia del gen esp no es
necesaria y suficiente para la producciéon de biofilm en Enterococcus. En una
investigacion realizada por Ramadhan y Hegedus demostraron que la presencia
del gen esp no es necesaria ni suficiente para la produccion de biofilm en los
Enterococcus y que el suero humano puede ser un medio mas sensible que caldo

BHI para demostrar la formacion de biofilm en los Enterococcus (119).
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En el presente estudio, se demostrd que tanto cepas wild type como de referencia,
tienen el potencial de expresar el gen esp. Sin embargo, no todas expresan este
factor de virulencia. La literatura demuestra resultados contradictorios respecto a
la funcién del gen esp en biofilm en formaciéon. Toledo-Arana y sus colegas
informaron que el 93,5% de E. faecalis esp™* aislados forman biofim en una
superficie abiética y ninguno de los E.faecalis esp” aislados producen biofilm.
Sugieren que esp promueve la formacién de biofilm, sin embargo, ciertos
determinantes adicionales pueden contribuir a la formacion de biofiim en E.

faecalis (67).

El esp se ha asociado con una mejora en la adherencia a las superficies abioticas
y la formacion de biofilm de E. faecalis, especialmente en la presencia de 0,5%
(wt/vol) de glucosa (67, 85). La expresion de esp promueve una fuerte interaccion
entre el sustrato y las bacterias, dando lugar a un mayor niumero de bacterias

adheridas(120).

Mohamed et al en el 2004 realizaron un estudio clinico de enterococcus, en el cual

+/+

todas las cepas esp™ (74) produjeron biofilm y 77 de 89 cepas esp”’ también
produjeron biofilm. Entre las cepas de enterococus productoras de biofilm, el 69%
produjeron biofilm fuerte, el 46% medianamente fuertes y el 30% fueron
productores débiles de biofilm; ninguna de las 12 cepas no productoras de biofilm
fueron esp positivas (P < 0.001). Los autores concluyeron que esp no se requiere

para la produccion de biofilm, pero existe una fuerte asociacion entre la presencia

del gen esp y mayores niveles de produccion de biofilm en E. faecalis (121).
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Otros estudios sugieren que este gen no parece ser necesario ni suficiente para la
produccion de biofilm en E. faecalis y E. faecium. Di Rosa y cols (2006) también
han demostrado que E. faecalis (36 de 83) y E. faecium (9 sobre 45) esp-positivos
aislados no estaban asociados con la formacioén de biofilm. Sin embargo, estos
autores informaron que algunas cepas esp-positivos producen biofilm méas denso
que los productores de biofilm esp-negativos. (82) Los factores exactos,
incluyendo esp, y mecanismos implicados en la produccién de biofilm por
enterococcus aun se desconocen y son un area de investigacion activa. Giridhara
P My cols en el 2011 demostraron que el gen esp y la formacion de biofilm son
importantes factores para que E. faecalis pueda colonizar y causar infecciones
nosocomiales asociadas a dispositivos médicos implantados. Ademas, las cepas
no formadoras de biofilm pueden convertirse a un fenotipo formador de biofilm si
se transforma en una cepa esp positiva. Se demostré que una proteina similar al
esp en los estafilococos media la formacion del biofilm, indicando que esta
caracteristica esta ampliamente distribuida entre los organismos que causan

infecciones nosocomiales relacionadas con dispositivos médicos implantados.

El sistema que se disefi6 en este estudio funciona para la expresion del gen el
cual dio como resultado el biofilm en el estudio de la fluorescencia y PCR. Se
comparo la cepa de referencia con las cepas clinicas y se encontrd la expresion
del gen esp con la aplicacion de pruebas moleculares que determinan las

sobreexpresion de estos genes cuando las bacterias crecen en biofilm.

73



8. CONCLUSIONES

La presencia y expresion del gen esp podria estar asociado con la formacion de

biofilm en E. faecalis.

El gen esp es sobre expresado por la bacteria cuando se encuentra en estado de

formacién de biofilm.

Se disefid¢ un modelo de expresion génica de bacterias formando biofilm,
permitiendo la comprension de la funcion de factores genéticos a través del
analisis in vitro de la expresion de los genes asociados a la formacion de biofilm,

gue pueden conducir a mejores estrategias para su control.
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9. LIMITACIONES Y RECOMENDACIONES DEL ESTUDIO

Los resultados obtenidos tanto por microscopia de fluorescencia como por RT-
PCR permitieron comprobar que el sistema fue exitoso para ambos propdsitos. Sin
embargo, es posible sefialar algunas debilidades del sistema que son necesarias
corregir para optimizar este tipo de ensayo. En primer lugar, se requiere adaptar el
sistema a un tubo recolector para recuperar de manera Optima el lisado celular
durante la extraccién del ARN con el reactivo QIAzol. Segundo, durante el corte de
los dientes para la tincion con fluorescencia, es necesario realizar cortes mas finos
que permitan acercar mas el objetivo del microscopio a la muestra, ya que esto
permitiria utilizar objetivos de mayor resoluciéon como 40X y 100X. Por ultimo, el
andlisis de la expresion génica puede ser optimizado mediante PCR cuantitativa
en tiempo real.

En cuanto a las debilidades de este estudio, una de las principales limitaciones fue
el numero de réplicas, es decir, el nUumero de dientes utilizados, ya que esto
impidié realizar la verificacion de los resultados obtenidos para cada cepa
bacteriana. Para futuros ensayos recomendamos ampliar el nUmero de réplicas

asi como el de cepas clinicas y genes a estudiar.
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