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La placa dental es un término general para la comuni-
dad microbiana compleja que se desarrolla en la super-
ficie del diente, empotrada en una matriz de polimeros
de origen bacteriano y salival. La placa que se calcifica
se refiere como célculo o tartaro. La presencia de placa
en la boca puede ser demostrada facilmente enjuagan-
do con una solucién reveladora tal como la eritrosina
(Fig. 5.1). La mayoria de la placa se encuentra asociada
con las regiones protegidas y estancadas de la superficie
del diente tales como las fisuras, las regiones proxima-
les entre los dientes y el surco gingival (véanse Figs. 2.2
y 5.1). La placa se encuentra naturalmente en la super-
ficie del diente, y forma parte de las defensas del hués-
ped, excluyendo la especie exdgena (y a menudo paté-
gena) (resistente a la colonizacién) (Tabla 4.7). Oca-
sionalmente, sin embargo, la placa se puede acumular
mas alla de los niveles compatibles con la salud oral, y
ésta puede llevar a cambios en la composicion de la mi-
croflora y predisponer los sitios a la enfermedad (Cap.
6). La placa dental es un ejemplo de un biofilm y de
una comunidad microbiana, y la significacion de esto
serd explicada en las secciones siguientes.

BIOFILMS MICROBIANOS

Numerosos estudios de una gama de ecosistemas distin-
tos han mostrado que la gran mayoria de los microor-
ganismos que existen en la naturaleza estan asociados a
una superficie. El término «biofilm» se utiliza para des-
cribir a las comunidades de microorganismos unidos a
una superficie; tales microbios estan usualmente organi-
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Fig. 5.1 Visualizacién de la placa dental después de la tincién con una solucién reveladora. (A) La placa esta tipicamente
localizada en las areas de retencion y de estancamiento a lo largo del margen gingival y entre los dientes (&reas proximales). (B)
Gran acumulo de placa en la superficie oclusal de un tercer molar en erupcion; la placa se establece preferencialmente en las
fisuras. Tomado de Marsh PD y Nyvad B, La microflora oral y los biofilms sobre los dientes, en la caries dental. The disease and its
clinical management, 2da edicion, Fejerskov O y Kidd EAM, Blackwell, Oxford, 2008; pags. 163-187, publicadas con permiso.

zados de manera espacial en una estructura tridimensio-
nal y estdn encerrados en una matriz de material extra-
celular (a veces llamado un «glicocalix») derivados de las
células de ellos mismos y de su ambiente. Si (a) los mi-
crobios del biofilm fueran simplemente células planc-
tonicas (fase-liquida) que se habian adherido a una su-
perficie y (b) las propiedades de las comunidades mi-
crobianas fueran simplemente la suma de las poblacio-
nes constitutivas, entonces el interés cientifico en tales
individuos seria limitado. Sin embargo, la investigacion
durante los dltimos anos ha revelado que las células que
crecfan como biofilms tienen propiedades tnicas, algu-
nas de las cuales son de significacion clinica (Tabla 5.1),
por ejemplo, los biofilms pueden ser hasta 1.000 veces
mads tolerantes de los agentes antimicrobianos que las
mismas células que crecen en cultivos liquidos, mien-
tras que las comunidades de las especies que interactiian
pueden ser mds patogenas que los cultivos puros de los
microorganismos constitutivos.

Originalmente, los biofilms eran considerados co-
mo acumulaciones densas comprimidas de células, y es-

ta estructura compacta se creyd que era responsable de
muchas de las propiedades nuevas de los biofilms. Los
avances recientes en el estudio de los biofilms se han
realizado a partir de la aplicacion de las técnicas nue-
vas que permiten a los biofilms ser estudiados in situ sin
ningln proceso de toma de muestras que podrian dis-
torsionar su estructura. Un ejemplo primordial ha sido
el uso de la microscopia de exploracion confocal ldser
(MECL) para estudiar la arquitectura del biofilm sin la
fijacién quimica o las técnicas de insercion. Las seccio-
nes opticas finas se pueden generar a través de la profun-
didad del biofilm, y éstas se pueden combinar usando
un software de imagen para generar imdgenes tridimen-
sionales. Ademds, la localizacién de los organismos es-
pecificos se puede visualizar inmunolégicamente o me-
diante pruebas de oligonucleétidos, tal como la hibrida-
cion fluorescente in situ (FISH) (Fig. 3.3), mientras que
otras pruebas moleculares pueden indicar la vitalidad y
la actividad metabdlica de las células. La MECL se puede
también utilizar en combinacién con los «reporteros de
genes» para identificar los genes que se expresan sola-
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Tabla 5.1 Propiedades generales de los biofilms y las comunidades microbianas

Propiedades generales

Ejemplo de placa dental

Arquitectura abierta

presencia de canales y vacios

Proteccion de las defensas del huésped,
desecacion, etc.

produccién de polimeros extracelulares para formar una matriz funcional,
proteccion fisica para la fagocitosis

Tolerancia aumentada a los antimicrobianos*

reducida sensibilidad a la clorhexidina y antibiéticos; transferencia del gen

Neutralizaciéon de inhibidores

produccién de B-lactamasa por células vecinas para proteger a los
organismos sensibles

Expresion* del nuevo gen

sintesis de proteinas nuevas en la unién; para la regulacion hacia arriba de
gtfBC en los biofilms maduros

Respuestas coordinadas del gen

produccién de moléculas de sefalizacion de célula-célula (ej. CSP, Al-2)

Heterogenicidad espacial y ambiental

pHy 0, gradientes; coadhesion

Rango de habitat abierto

anaerobios obligados en un ambiente abiertamente aerobio

Metabolismo mas eficiente

catabolismo completo de las macromoléculas complejas del huésped (ej.
mucinas) por los grupos microbianos

Virulencia incrementada / sinergismo patogénico en abscesos y enfermedad periodontal

* una consecuencia de la expresion alterada del gen puede también ser una tolerancia creciente de los agentes antimicrobianos.

mente cuando las células forman un biofilm. Esta tecno-
logia implica la insercién de un marcador en el cromo-
soma bacteriano en una fase posterior de un promotor
mientras una «senal reconocible» (ej. fluorescencia) es
producida cuando se activa el gen.

La aplicacion de estas modernas aproximaciones al
campo general de la ecologia microbiana ha mostra-
do que los biofilms que se desarrollan en ambientes
de bajos nutrientes, especialmente aquellos de habitats
acudticos, tienen una estructura mds abierta de lo que
se habia predicho en estudios anteriores que emplea-
ban microscopia de electron.

Los canales han sido observados en los biofilms de
las bacterias ambientales, permitiendo potencialmen-
te la limitacién del crecimiento de factores tales como
los nutrientes y el oxigeno al penetrar mas extensamen-
te que lo previamente pensado. Ademds, el uso de mi-
croelectrodos y pruebas quimicas han mostrado que los
considerables gradientes en los factores claves (pH, po-
tencial redox, etc.) pueden ocurrir en distancias relativa-
mente cortas (algunos micrones, es decir, pocos didme-
tros de la célula) dentro de los biofilms. Esto produce
heterogenidad espacial y temporal dentro del biofilm,
permitiendo a bacterias exigentes sobrevivir en ambien-
tes al parecer hostiles o incompatibles (Tabla 5.1).

Un estilo de vida del biofilm puede afectar a las pro-
piedades de un organismo en mds de una forma. En
primer lugar, la unién de las células a una superficie
puede causar un efecto directo, quizas desencadenan-
do a los «sensores» en la superficie de la célula, y es-
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pecificamente induciendo la expresiéon de un subcon-
junto de genes. Las bacterias son capaces de sentir su
ambiente mediante la unién en la membrana de dos
componentes transductores de los caminos de la senal
que consisten en un sensor de la histidina kinasa y un
regulador de la respuesta. La Pseudomonas aeruginosa es
una bacteria ambiental que puede también actuar co-
mo patégeno oportunista, por ejemplo, en la fibrosis
quistica. La union lleva a la regulacién de los genes (al-
gC y algG) implicados en la sintesis de exopolisacari-
dos (alginato) en el plazo de 15 minutos del contacto
inicial de una célula con una superficie. En segundo lu-
gar, el ambiente de crecimiento dentro del biofilm pue-
de diferenciarse perceptiblemente, por lo que se refiere
a los factores claves (pH, concentracion del oxigeno y
del nutriente) comparados con el cultivo plancténico.

Una vez mas esto puede resultar en la expresion alte-
rada del gen, de alli a un fenotipo alterado, y como un
efecto indirecto del crecimiento en un biofilm. Asimis-
mo, los organismos en un biofilm crecerdn mads lenta-
mente, debido a una limitacién de un nutriente particu-
lar o a un pH desfavorable, y éste también afectara a las
propiedades de una célula. A menudo, es dificil resolver
si algunos cambios fenotipicos observados son debidos
a los efectos directos o indirectos de estar en un biofilm.
Para la mayoria de los propésitos practicos, las razones
de cualquier cambio son menos importantes que la sig-
nificacién biolégica del cambio por si mismo.

Las bacterias del biofilm son fenotipicamente dis-
tintas de las células planctonicas, y un aspecto parti-
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cularmente importante es la tolerancia creciente de las
células del biofilm a los agentes antimicrobianos. Un
ejemplo extremo fue encontrar que la P. aeruginosa que
crecia en el material urinario del catéter era entre 500-
1.000 veces mds tolerante al antibidtico, tobramicina,
que las mismas células en cultivo liquido (plancténi-
co). Convencionalmente, la sensibilidad de las bacte-
rias a los agentes antimicrobianos es determinada en
las células crecidas en cultivos liquidos por la medida
de la concentracién inhibitoria minima (CIM) o de la
concentracién bactericida minima (MBC) contra agen-
tes antimicrobianos relevantes. Dada la sensibilidad
disminuida de un organismo en una superficie a los
agentes antimicrobianos, se ha discutido que seria mas
apropiado determinar la concentracién inhibitoria del
biofilm (BIC) y la concentracién aniquiladora del bio-
film (BKC) o el biofilm erradicando la concentracién
(BEC). Hasta ahora, estas propuestas no se han acepta-
do extensamente, y simplemente no hay métodos co-
munmente admitidos por los cuales estas concentra-
ciones podrian ser determinadas.

Los microorganismos pueden llegar a ser resistentes
a los antibiéticos debido a las mutaciones, a la presen-
cia de bombas que emanan droga y a la produccién de
enzimas de neutralizacién, pero incluso los organismos
innatamente sensibles llegan a ser aparentemente «re-
sistentes» cuando crecen en la superficie de un biofilm.
Los mecanismos detrds de la tolerancia creciente de los
biofilms a los agentes antimicrobianos todavia no se
entienden completamente; se han propuesto numero-
sas teorias, la significacion relativa o la contribucion de
cada uno puede variar segiin (a) la edad, la estructura'y
localizacién del biofilm y (b) las propiedades quimicas
del agente. La estructura de un biofilm puede restringir
la penetracion de un agente antimicrobiano; por ejem-
plo, los antibioticos positivamente cargados tales como
los aminoglicésidos se uniran a los polimeros negati-
vamente cargados que estin presentes como parte de
la matriz extracelular (teoria de la difusién-reaccion).
Los agentes pueden también unir e inhibir a los orga-
nismos en la superficie del biofilm, dejando las células
en las profundidades del biofilm relativamente inafec-
tadas, es decir, el agente es aplacado en la superficie. Se-
gin lo indicado anteriormente, los microbios que cre-
cen como un biofilm exhiben un fenotipo nuevo, y una
posible consecuencia de esto puede ser una sensibili-
dad reducida a los agentes antimicrobianos. El blan-
co de la droga no se puede modificar o expresar du-
rante el crecimiento en una superficie, o el organismo
puede utilizar las estrategias bioquimicas alternativas
de tal modo que disminuyen el impacto potencial del
agente activo. Las células también crecen mucho mas
lentas en un biofilm maduro y, por consiguiente, son
mucho menos susceptibles a los antimicrobianos que

las células de crecimiento rapido. El ambiente en las
profundidades de un biofilm puede también ser desfa-
vorable para la 6ptima accién de algunos agentes anti-
microbianos. En biofilms multiespecies, un patégeno
susceptible puede ser transformado en resistente si las
células vecinas no patogenas producen una enzima de
neutralizacion o de degradacién de la droga —esto se
refiere a veces como «patogenicidad indirecta»—. Ade-
mas, los biofilms proporcionan las condiciones ideales
para la transferencia de los genes de resistencia, ej. via
plasmidos, entre las células vecinas en cercana proxi-
midad unas de otras (transferencia horizontal del gen).

BIOFILMS EN LA BOCA

La placa dental fue probablemente el primer biofilm en
haber sido estudiado en términos de su composicion
microbiana o su sensibilidad a los agentes antimicro-
bianos. En el siglo XVII, Antonie van Leeuwenhoek ini-
ci6 la aproximacion de los estudios de los biofilms por
la observacién microscopica directa cuando reporté so-
bre la diversidad y los altos niimeros de los «animacu-
los» presentes en las «raspaduras» tomadas alrededor
de los dientes humanos. También condujo estudios
tempranos en las nuevas propiedades de las células de
superficie crecidas cuando fracasé en la aniquilacion de
las bacterias de la placa en sus dientes mediante el en-
juague prolongado con vino-vinagre, mientras que los
organismos «fueron aniquilados» si primero se remo-
vian de sus molares y mezclados con el vinagre in vitro.

La placa dental es uno de los mejores biofilms estu-
diados, y exhibe todas las caracteristicas de un biofilm
tipico (Tabla 5.1). Comparada a otros habitats, la pla-
ca dental es relativamente accesible para el muestreo,
y puede incluso crecer mucho en las superficies remo-
vibles para la investigacion y la experimentacion sub-
secuentes en el laboratorio (modelos in situ; Cap. 4).
Una gran proporcion de los microorganismos domi-
nantes puede ser identificado, mientras que el fenotipo
de tales microbios (adhesinas, potencial metabdlico,
interacciones de la célula-célula) esta bien caracteriza-
do. Los biofilms extensos también se desarrollan en las
protesis y la lengua. En otras superficies de la mucosa,
las bacterias se fijan a las células epiteliales y pueden
desarrollar un fenotipo asociado a la superficie, pero
los biofilms extensos en 3 dimensiones no se desarro-
llan usualmente. Otro biofilm dentalmente relevante
se desarrolla en la tuberia usada en el sistema de abas-
tecimiento del agua en la unidad dental (DUWS); esto
serd discutido en el Capitulo 12 (véase Fig. 12.6), pero
los principios que gobiernan la formacién y las propie-
dades de estos biofilms serdn similares a los descritos
mads abajo para la placa dental.
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