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1.Resumen 
La periodontitis es una enfermedad infecciosa inflamatoria crónica, frecuente a 
nivel mundial y nacional, causada por biopelículas polimicrobianas formadas 
principalmente por bacterias periodontopatógenas y hongos levaduriformes. 
Esta afección conlleva a severas consecuencias a nivel individual y su 
tratamiento se basa en terapia antibiótica frente un solo patógeno 
específicamente bacteriano o antibióticos de amplio espectro, además de un 
tratamiento mecánico, de tipo invasivo como el desbridamiento dental para la 
eliminación de estas biopelículas. Por esto, este trabajo será, a futuro,  la base 
para la búsqueda y determinación de nuevas alternativas de tratamiento, que 
inhiban la formación de dichos consorcios organizados en biopelículas. 

Establecido lo anterior, el objetivo del presente proyecto fue describir los 
microorganismos asociados a periodontitis en sujetos atendidos en la clínica de 
la Facultad de Odontología de la Pontificia Universidad Javeriana para la 
formación de un modelo de biopelícula polimicrobiana in vitro. Para desarrollarlo,  
en primera instancia se realizó la elección de muestras pertenecientes al banco 
de trabajo del Centro de Investigaciones Odontológicas (CIO), para su posterior 
cultivo en distintas diluciones por siembra masiva en agar sangre, tras 6 días de 
incubación a 37°C y en atmósfera de anaerobiosis se realizó el conteo de 
Unidades Formadoras de Colonias y la identificación de colonias utilizando 
MALDI-TOF. Seguido a esto, para la formación de la biopelícula de 96 h se 
preparó una suspensión microbiana a partir del cultivo de las tres muestras de 
un sujeto con periodontitis, para la inoculación de con 200 ul de la solución sin 
diluir y en distintas diluciones (Desde 10-1 a 10-6), cada 24 h durante 4 días.  
Finalmente, se realizó el ensayo de viabilidad celular con sal de tetrazolio MTT, 
incubándolo a 37°C durante 1,5 horas en atmósfera de anaerobiosis, finalizado 
este tiempo se solubilizaron los cristales de formazán con DMSO y se realizó la 
lectura por espectrofotometría a una longitud de onda de 490 nm, en un lector 
de Microplacas para Absorbancia ELx800. 

Las UFC/mL contadas en las 3 muestras fueron analizadas por estadística 
descriptiva, teniendo en cuenta la media, desviación estándar, y coeficiente de 
variación. Acerca de los microorganismos identificados en los dos grupos de 
sujetos, corresponden en su mayoría a especies asociadas a los complejos 
amarillo y azul. Por su parte C. albicans no fue identificada en ninguna de las 
muestras de los sujetos. Los resultados de la viabilidad no muestran diferencias 
estadísticamente significativas, sin embargo, la biopelícula de 72 h mostró mayor 
viabilidad en cada una de las cantidades de inoculo. Por último, el conteo de 
UFC/mL de las réplicas se analizó como se describió anteriormente; y los 
microorganismos recuperados e identificados en las réplicas corresponden en su 
mayoría a especies asociadas a los complejos amarillo y azul. No fue posible 
identificar bacterias asociadas al complejo rojo. 
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Se concluye que, a partir de la identificación de microorganismos en muestras 
de saliva, placa y surco gingival, se logró la recuperación de bacterias asociadas 
a los complejos amarillo, azul, y naranja. No se logró la recuperación de C. 
albicans, aunque esta se identificó en un primocultivo, posiblemente el agar 
utilizado para su recuperación favoreció el crecimiento de las bacterias y no de 
la levadura. Por otra parte, los microorganismos asociados al complejo rojo no 
fueron recuperados, posiblemente por la sensibilidad del método la cual no 
permite la recuperación de estos microorganismos asociados al complejo rojo. 
Además, la patogénesis de la periodontitis no recae únicamente en estos 
microorganismos asociados al complejo rojo si no que es problemática 
polimicrobiana que requiere estudios más profundos para establecer el rol de 
este consorcio microbiano. En cuanto al modelo de biopelícula polimicrobiano 
establecido en este estudio para la formación de una biopelícula a partir de 
microrganismos salvajes, nos evidencia que aquellos microorganismos que 
mayor adaptabilidad presentaron en el desarrollo de la biopelícula son aquellos 
asociados al complejo amarillo. Por último, se requieren 72 h del cultivo 
polimicrobiano para la recuperación y adaptabilidad al microambiente de 
diversos microorganismos asociados a los complejos amarillos, naranja, y azul.   

Palabras claves: Placa Dental, Periodontitis, Biopelícula, Viabilidad. 

2. Introducción 
La periodontitis, es la undécima afección médica más frecuente  de 328 
enfermedades investigadas para el estudio Mundial de Carga de Morbilidad en 
el año 2016 (1). Es inducida por biopelículas y caracterizada por la destrucción 
de los tejidos de soporte de los dientes (periodonto), debido a una respuesta 
inflamatoria local crónica excesiva de los tejidos, conduciendo eventualmente a 
la pérdida de dientes(2) Debido a que su tratamiento es mecánico e invasivo 
para el sujeto, y la terapia antibiótica no es especifica ante biopelículas,  es 
importante evaluar la frecuencia de distintos microorganismos que componen la 
biopelícula, y con esto a futuro permitir el estudio y hallazgo de nuevas 
alternativas de tratamiento, que inhiban la formación de biopelículas 
subgingivales causales de periodontitis. 

Teniendo en cuenta lo anterior, para evaluar los microorganismos asociados a 
periodontitis en sujetos atendidos en la clínica de la Facultad de Odontología de  
la Pontificia Universidad Javeriana para la formación de un modelo de biopelícula 
polimicrobiana in vitro,  se desarrolló una metodología basada en la elección de 
muestras pertenecientes al banco de trabajo del Centro de Investigaciones 
Odontológicas (CIO), el cultivo de estas para su identificación utilizando MALDI-
TOF y el recuento de Unidades Formadoras de Colonias por mL (UFC/mL), en 
la formación de una biopelícula de 96 h a partir de una suspensión microbiana 
que contenía microorganismos de las 3 muestras estudiadas de un sujeto con 
periodontitis y su posterior análisis de la viabilidad de la biopelícula por medio de 
un ensayo con sal de tetrazolio MTT y el recuento y la identificación de los 
microrganismos  recuperados tras disgregar las biopelículas.  
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3. Justificación y planteamiento del problema 
De acuerdo con la OMS las enfermedades bucodentales afectan alrededor de 
3500 millones de personas en el mundo Entre estas enfermedades se 
encuentran la micosis pseudomembranosa, caries dentales, periimplantitis y 
periodontitis(3). La periodontitis, es la undécima afección médica más frecuente  
de 328 enfermedades investigadas para el estudio Mundial de Carga de 
Morbilidad en el año 2016 (1).  Entre tanto, en Colombia, se realizó una encuesta 
a 20493 colombianos en la cual se encontró que el 61.8% de la población 
evidencia periodontitis en sus diferentes grados de severidad, siendo la segunda 
condición de interés en salud bucal entre la población adulta (4).  

Las biopelículas orales polimicrobianas son formadas por bacterias y 
levaduras(5), que se unen a las superficies de los tejidos duros y blandos en la 
boca(6). La placa dental es una biopelícula compleja compuesta por un consorcio 
de múltiples especies(7) que al causar infección en los tejidos periodontales 
generan una reacción inflamatoria, causando enfermedades inflamatorias 
crónicas como la periodontitis(8), cuya consecuencia es la pérdida del soporte 
dental. La periodontitis se presenta comúnmente en adultos de mediana edad y 
aumenta en personas de edad avanzada (9). A nivel individual, la consecuencia 
de estas afecciones reducen la calidad de vida de las personas, ya que causa 
pérdida de piezas dentales, discapacidad, disfunción masticatoria y como 
resultado un estado nutricional deficiente (10). Incluso, la periodontitis se ha 
asociado a enfermedades sistémicas como enfermedad cardiovascular y 
diabetes (11) presumiendo que la diseminación de microorganismos y sus 
productos de la placa dental y los mediadores inflamatorios de los tejidos 
periodontales a otros órganos del cuerpo son las causa presumibles de esta 
conexión entre las enfermedades periodontales y sistémicas(12) 

La importancia de realizar la evaluación de los microorganismos asociados a la 
periodontitis en sujetos radica en permitir la identificación y posteriormente el 
análisis de la frecuencia de estos microorganismos periodontopatógenos o de 
microorganismos atípicos, es decir, aquellos que no están asociados a los 
complejos de Socransky. Adicionalmente, tras el análisis de la frecuencia, es 
relevante realizar modelos de biopelículas polimicrobianas teniendo en cuenta 
las interacciones sinérgicas entre bacterias periodontopatógenas y hongos 
levaduriformes como C. albicans. Estas biopelículas serán la base para la 
búsqueda y determinación de nuevas alternativas de tratamiento, que inhiban la 
formación dichos consorcios, organizados en biopelículas, las cuales no son 
fácilmente susceptibles a los antibióticos utilizados tradicionalmente en el 
tratamiento de dichas patologías, puesto que  las propiedades físicas y biológicas 
como los factores genéticos y moleculares microbianos son elementos que en 
su interacción protegen la biopelícula de estos tratamientos, además, estos son 
dirigidos principalmente a un solo patógeno específicamente bacteriano o se 
utilizan antibióticos de amplio espectro, otra estrategia es  un tratamiento 
mecánico, de tipo invasivo como el desbridamiento dental para la eliminación de 
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estas biopelículas(13). Dicho lo anterior, no hay tratamiento dirigido a 
biopelículas orales que tengan en su composición hongos como C. albicans o 
dirigidos a biopelículas polimicrobianas, por este motivo se espera que a futuro 
este estudio sirva para la evaluación de tratamientos eficaces frente a 
biopelículas polimicrobianas. 

Es así que al tener establecido que la periodontitis es una enfermedad infecciosa 
inflamatoria crónica causada por biopelículas polimicrobianas en el margen 
subgingival, es de gran importancia evaluar la frecuencia de esos 
microorganismos y la posterior realización de un modelo de biopelícula 
polimicrobiano in vitro constituidas con C. albicans y bacterias 
periodontopatógenas y atípicas, originada en  la placa subgingival de sujetos con 
periodontitis, ya que servirá en un futuro para la realización de modelos de 
biopelículas estables y reproducibles las cuales servirán en la evaluación de 
posibles sustancias antimicrobianas capaces de inhibir la formación de dichas 
biopelículas. 

4. Marco teórico 

4.1. Biopelícula 
Las biopelículas polimicrobianas pueden definirse como una colección variada 
de microorganismos principalmente bacterias y hongos, que existen en una 
interfaz de fase o densidad y están embebidos en una matriz hidratada propia 
y/o derivada del hospedero, que a menudo consta de polisacáridos (14). Las 
biopelículas polimicrobianas relacionadas con las enfermedades infecciosas 
orales son frecuentes en los seres humanos.  

En general, las biopelículas presentan las siguientes características (13): 

4.1.1. Propiedades físicas y composición química: 
- Adherencia: tanto a materiales superficiales como a superficies bióticas, 

por medio de interacciones adhesina bacteriana-receptor del hospedero 
y mecanismos de adhesión no específicos como las fuerzas hidrófobas o 
electrostáticas. 

- Matriz de sustancia polimérica extracelular: compuesta por polisacáridos, 
proteínas, ácidos nucleicos y depende del tipo y abundancia de nutrientes, 
hidrodinámica, temperatura, concentración de oxígeno. Proporciona 
soporte y protección a la biopelícula. 

- Arquitectura: hay distintas formas que dependen de la madurez, 
composición y condiciones de crecimiento de la biopelícula, entre estas 
formas están los parches planos, montículos, setas, torres, ondulaciones, 
serpentinas. 

- Viscoelasticidad: Evita el desprendimiento de la biopelícula, confiriéndole 
fluidez y la capacidad de recuperar la forma tras una perturbación. 

- Heterogeneidad: en cuanto a distribución, estructura, fisiología, tamaño, 
forma y microambiente que modula la actividad microbiana. 
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4.1.2. Aspectos fisiológicos y regulatorios:  
- Ciclo de vida del desarrollo: Estudios previos de la adhesión, crecimiento, 

maduración y dispersión de microorganismos que componen la 
biopelícula. Sin embargo, se desconocen estas fases en otros 
microorganismos al igual que los sistemas de señalización, sólo se 
conoce las estructuras superficiales adecuadas a la adhesión. 

- Señales celulares difusibles: coordinan el comportamiento de la 
población, la actividad metabólica, la formación y dispersión de 
biopelículas. 

- Formación alterada de microambientes: La actividad metabólica confiere 
el desarrollo de gradientes en nutrientes, pH y oxígeno y la difusión de 
moléculas dentro y fuera de la biopelícula.  

- Subpoblaciones inactivas o de crecimiento lento: Debido a la tolerancia a 
antibióticos o el agotamiento de nutrientes que induce a una fase 
estacionaria. 

4.1.3. La formación de una biopelícula constituye las siguientes etapas(13): 
a. Adhesión inicial: los microorganismos se unen a las superficies del 

dispositivo médico o del hospedero a través de adhesinas asociadas a la 
superficie celular. 

b. Formación temprano: los microorganismos comienzan a dividirse y 
producir EPS que mejora la adhesión, mientras que forman la matriz que 
incrusta las células. 

c. Biopelícula madura: desarrollo de las estructuras 3D, la matriz de 
exopolisacárido (EPS) proporciona un andamio multifuncional y protector 
que permite que se formen microambientes químicos y físicos 
heterogéneos. Entre los microorganismos se establecen interacciones 
polimicrobianas y sociales (competitivas y sinérgicas). 

d. Dispersión:  las células abandonan la biopelícula para volver a entrar en 
la fase planctónica.  

A continuación, en la Figura 1 (15) se muestra esquemáticamente el proceso 
de la formación de biopelículas, anteriormente mencionado. 

Figura 1.Esquematización de las etapas de formación de una 
biopelícula 
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4.2. Microorganismos presentes en la cavidad oral:   
En la cavidad oral de los seres humanos, se encuentran biopelículas orales 
polimicrobianas adheridas a diferentes superficies bucales, que provocan 
enfermedades (16). Aproximadamente 700 especies bacterianas orales podrían 
aislarse y cultivarse in vitro, de las cuales aproximadamente 100 cepas 
bacterianas son cultivables en la cavidad oral (17). Por otra parte, se conoce que 
la cavidad oral también alberga más de 100 especies de hongos(18). Algunos de 
los microorganismos en la cavidad oral son:                                     

Bacterias: Streptococcus oralis y Actinomyces naeslundii, Veillonella párvula, 
Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, y Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans (19). De igual manera se pueden encontrar bacterias 
como como Fusobacterium necrophorum , Lactobacillus 
acidophilus , Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniaese, E. faecalis, 
Streptococcus pneumoniae, entre otros(20).  

Hongos: Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Candida dubliniensis, 
Candida guillermondii, Candida glabrata, Candida zeylanoide, Candida 
lusitaniae, Rhodotorula mucilaginosa, y Kluyveromyces lacti (21). Además en la 
cavidad oral también se han encontrado especies de hongos como 
Cladosporium, Aureobasidium , Saccharomycetales, Aspergillus, Fusarium, 
y Cryptococcus(22). En otro estudio se encontraron como hongos cultivables una 
variedad de mohos principalmente Penicillium spp., Aspergillus spp., 
y Cladosporium spp. y levadura especialmente Candida spp. y Rhodotorula spp. 
(23) 

4.3. Enfermedades orales causadas por biopelículas. 
El ecosistema oral tiene varios nichos que incluyen saliva, superficies de tejido 
blando de la mucosa oral y lengua y superficies de tejido duro de los dientes; 
casa una de estas proporciona condiciones óptimas y nutrientes para los 
microorganismos colonizadores(24) 

Saliva: los microorganismos provienen principalmente de desprendimientos de 
biopelículas en la cavidad bucal (24) Por otra parte, la saliva forma una película 
salival en la superficie del diente, que es una película acondicionadora que 
facilita la adhesión bacteriana (25). 

Placa dental:  es una biopelícula organizada estructural y funcionalmente 
construida sobre las superficies de los dientes (24)  La placa dental se divide en 
placa supragingival, asociado generalmente con la caries dental ya que se forma 
sobre superficies de esmalte expuestas y subgingival, correspondiente a la placa 
debajo de la línea de las encías  dentro de la bolsa o surco periodontal, asociada 
con enfermedades periodontales (26) 

Entre las enfermedades orales causadas por biopelículas bacterianas o fúngico 
bacterianas, encontramos: la caries, producida por una placa dental definida 
como la comunidad microbiana diversa que se encuentra en la superficie del 
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diente embebida en una matriz de polímeros de origen bacteriano y salival(27). 
Además de la caries dental hay otras enfermedades causadas por biopelículas 
como infecciones endodónticas  que es la progresión de la caries dental al punto 
de colonizar la pulpa, la gingivitis que consiste en una inflamación  de las encías 
causada por placa bacteriana en el margen gingival y la periodontitis progresión 
destructiva irreversible de la gingivitis (8). La periimplantitis, es un proceso 
infeccioso, inflamatorio y destructivo, similar a la periodontitis, ocurre después de 
la osteointegración de un implante (28). Por otro lado, las biopelículas en la 
cavidad oral formadas por Candida albicans son causales de enfermedades 
infecciosas como la candidiasis oral, sea hiperplásica  o  eritematosa, candidiasis 
pseudomembranosa y queilitis angular(8).  

4.4. Periodontitis 
La periodontitis es una de las enfermedades inflamatorias infecciosas más 
comunes en los seres humanos. Es inducida por biopelículas y caracterizada por 
la destrucción de los tejidos de soporte de los dientes (periodonto), debido a una 
respuesta inflamatoria local crónica excesiva de los tejidos, conduciendo 
eventualmente a la pérdida de dientes(2). El proceso infeccioso se da tras la 
colonización bacteriana en los dientes y encías, formando biopelículas 
polimicrobianas supragingivales (Este nicho es principalmente aeróbico, ya que 
las bacterias adherentes están directamente expuestas a la atmósfera abierta de 
la cavidad bucal). Si no se eliminan las biopelículas de la superficie del diente 
mediante una higiene bucal adecuada, se producirá un crecimiento por debajo 
del margen gingival, por lo que se vuelven “subgingivales” e interactúan con el 
epitelio de la bolsa periodontal yuxtapuesta(29). Este crecimiento por debajo del 
margen gingival se deben a la alteración del microambiente por parte de la 
biopelícula supragingival, por encima de las encías, conduciendo a un pH y redox 
más bajo, permitiendo a microorganismos capnófilo y anaerobios colonizar y 
producir biopelículas (30). 

Las biopelículas dentales forman parte de la microbiota oral, son beneficiosa 
para el huésped al proporcionar resistencia a la colonización contra 
microorganismos/patógenos exógenos e interactuar con el sistema inmunitario a 
un nivel compatible con la salud manteniendo un equilibrio denominado una 
homeostasis microbiana(31).La periodontitis es asociada con la disbiosis 
(desequilibrio de la microbiota) la cual depende en gran medida de interacciones 
cooperativas y competitivas entre microorganismos orales durante la formación 
de la comunidad de biopelículas patógenas en los sitios gingivales. Los factores 
de estrés pueden ser de diferente naturaleza, como cambios en la dieta o los 
hábitos de higiene oral, tratamiento médico, por ejemplo, antibióticos o 
medicamentos que influyen en el flujo salival, o un cambio en la respuesta del 
huésped debido a la medicación o una enfermedad inmunosupresora(31). Los 
patobiontes orales son los patógenos oportunistas que viven como comensales 
en huéspedes sanos pero que pueden causar enfermedades en huéspedes 
susceptibles; en el desarrollo de la periodontitis  desempeñan papeles diferentes 
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y sinérgicos, dependiendo de sus actividades inmunoestimuladoras y dañinas 
para el hospedero (32). Debido a esto, los síntomas de la enfermedad incluyen 
inflamación del tejido de las encías, sangrado de las encías, recesión gingival, 
formación de bolsas profundas entre la encía y la superficie del diente y dientes 
flojos (14). 

4.4.1. Microorganismos causales de periodontitis. 

4.4.1.1. Bacterias 

En 1998 Socransky y colaboradores demostraron las asociaciones de los 
microorganismos causales de la periodontitis  en el margen subgingival y 
categorizaron en complejos agrupado en colores(33): 

Tabla 1. Complejos según Socransky de microorganismos causales de periodontitis en el margen 
subgingival 

Complejo 
Amarillo 

Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis, y Streptococcus 
oralis. 

Complejo 
violeta 

Actinomyces odontolyticus y Veilonella parvula  

Complejo 
verde 

Las 3 especies de Capnocytophaga, Campylobacter concisus. 
Eikenella corrodens, y Actinobacillus actinomycetemcomitans 
serotipo a. 

Complejo 
Naranja 

subespecies de F. nucleatum, P. intermedia y P. nigrescens, 
Peptostreptococcus micros y Campylobacter rectus, 
Campylobacter showae, Campylobacter gracilis, E. nodatum, y S. 
constellatus. 

Complejo 
rojo 

P. gingivalis. B. forsythus, y T. denticola. 

 
Dichos colores se correlacionan con el grado de severidad de periodontitis, 
siendo el complejo rojo el más asociado a un aumento en la profundidad de la 
bolsa periodontal y sangrado al sondaje. 

En 2008, Haffajee y colaboradores, complementaron la información, 
demostrando las asociaciones de los microorganismos causales de la 
periodontitis en el margen supragingival, algunas bacterias encontradas en el 
margen subgingival aparecen nuevamente en los mismos complejos de este 
estudio, otras no (34):   
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Tabla 2. Complementación de complejos según Socransky de microorganismos causales de 
periodontitis en el margen supragingival 

Complejo 
Amarillo 

S. mitis, S. oralis, S. gordonii, S. sanguinis y, algo separado, S. 
anginosus, S. intermedius, y S. constellatus. 
A estas especies se unieron Leptotrichia 
buccalis, Propionibacterium acnes, Eubacterium 
saburreum, Peptostreptococcus micros, y Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans.  
 

Complejo 
azul 

Grupo compacto de especies de Actinomyces. Se compone de A. 
israelii, A. odontolyticus, A. gerencseriae, y A. naeslundii. 
 

Complejo 
violeta 

Neisseria mucosa y Veillonella parvula. 
 

Complejo 
verde 

Capnocytophaga sputigena, Eikenella corrodens, y 
Capnocytophaga gingivalis. 
 

Complejo 
Naranja 

Campylobacter showae, Campylobacter rectus, Fusobacterium 
nucleatum subsp. nucleatum, F. n. subsp. vincentii, Fusobacterium 
periodonticum, F. n. subsp. polymorphum, Campylobacter gracilis, 
Prevotella intermedia, y Prevotella nigrescens. A estos taxones se 
unieron Gemella morbillorum, Capnocytophaga ochracea, 
Selenomonas noxia y Prevotella melaninogenica. 

Complejo 
rojo 

T. forsythia, P. gingivalis, y T. denticola. Eubacterium 
nodatum también era parte de este complejo y Treponema 
socranskii se asoció libremente con estas cuatro especies. 

 

4.4.1.2. Candida albicans como formadora de biopelícula orales en 

periodontitis 

La estructura interna de la biopelícula dental podría ser el resultado de 
interacciones de coagregación y coadhesión entre especies e intraespecies con 
la ayuda de moléculas específicas de adhesina-receptor (7). 

Pese a tener las bacterias formadoras de biopelículas causantes periodontitis, 
no nombran en estos consorcios a los hongos. Sin embargo, hay estudios en los 
cuales se han encontrado especies del género Candida como agentes 
etiológicos de periodontitis. En sujetos con periodontitis, se demostró que C. 
albicans tiene la capacidad de unirse directamente a los receptores microbianos 
en los fibroblastos del ligamento periodontal del hospedero debido a las 
proteínas de la superficie manosiladas que recubren las células fúngicas, le 
confieren la hidrofobicidad, permiten la transición a hifas y la resistencia frente a 
los macrófagos, ambos esenciales para el establecimiento de lesiones crónicas 
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(35). Otro estudió encontró la presencia de C. albicans y C. dubliniensis en 
bolsas periodontales en sujetos con periodontitis crónica (21).  

Candida albicans se encuentra típicamente colonizando las superficies de la 
mucosa oral como un microorganismo comensal (36). Sin embargo, bajo 
factores predisponentes, como el uso de antibióticos de amplio espectro, 
corticosteroides, hiposalivación, y en individuos inmunodeprimidos o  sometidos 
a quimio o radioterapia, este organismo actúa como patobionte provocando 
infecciones en mucosas graves, a menudo en asociación con bacterias (37). 

El dimorfismo es un factor de virulencia importante de C. albicans. Se define 
como la capacidad de Candida sp. Para cambiar la morfología entre las formas 
de levadura e hifas.  C. albicans se encuentra predominantemente en forma de 
levadura durante la colonización temprana de la cavidad oral, sin embargo, la 
invasión posterior de las células epiteliales orales es predominantemente por la 
forma hifal (38). La colonización de C. albicans en la cavidad oral humana se 
puede lograr mediante su adherencia a una variedad de componentes de la 
película salival, incluidas las proteínas ricas en prolina y estaterina (39).  

C. albicans, que reside en diferentes nichos del organismo hospedero, crea 
biopelículas que proporcionan un microambiente hipóxico dentro de la 
comunidad de biopelículas y apoyan el crecimiento de algunas bacterias 
anaeróbicas, incluso en condiciones aparentemente aeróbicas que normalmente 
son tóxicas para ellas (40). 

4.4.2. Interacciones entre Candida albicans y bacterias 

periodontopatógenas 

Las interacciones sinérgicas y antagónicas entre las contrapartes del microbioma 
/ micobioma oral modulan la estabilidad ecológica en varios sitios de la cavidad 
oral, lo que ayuda a mantener un estado homeostático entre la microbiota y el 
hospedero (27). Entre estas interacciones se han encontrado:  

- Candida albicans y Streptococcus gordonii: S. gordonii se une directamente 
a adhesinas específicas de hifas de C. albicans Als3p, Eap1p y Hwp1p a 
través del estreptococo SspB, que pertenece a la familia de polipéptidos del 
antígeno I / II. S. gordonii también expresa glucosiltransferasa G (gtfg) que 
contribuye a la coagregación con C. albicans, se considera un colonizador 
temprano de la cavidad oral. En cuanto a la percepción del quorum, el factor 
de detección de quórum de S. gordonii AI-2 induce la filamentación de C. 
albicans, y S. gordonii puede bloquear el efecto inhibidor del farnesol 
exógeno sobre la filamentación de C. albicans y la formación de 
biopelículas (41). 

- Candida albicans y Streptococcus mutans: Las exoenzimas 
glucosiltransferasas (Gtfs) de S. mutans se depositan en el α-manano de la 
superficie de C. albicans, generando la descomposición de la sacarosa y 
con esto la producción de glucanos en la pared celular fúngica facilitando 
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la adherencia entre los dos microorganismos tras la formación de una 
matriz extracelular extensa (16). 
Moléculas de señalización producidas por bacterias afectan la formación 
de biopelículas de C. albicans o la morfogénesis como ácido láctico, H2O2, 
CO2 y peptidoglicano bacteriano parecen promover la filamentación, 
mientras que las HSL inhiben la filamentación (42). Por otro lado, los ácidos 
grasos, ácidos carboxílicos y glucanos producidos por C. albicans son 
capaces de promover el crecimiento de bacterias, mientras que el farnesol 
inhibe la formación de biopelículas bacterianas (42). 

- Candida albicans y Actinomyces naeslundii: La actividad metabólica de las 
cepas de C. albicans que se cultivadas en el medio ASM aumentó en 
presencia de A. naeslundii en biopelículas de cultivo dual. Se evidencia 
sinergismo ya que en presencia de A. naeslundii, C. albicans puede 
aumentar la actividad deshidrogenasa mitocondrial que, a su vez, aumenta 
la actividad de las succinato deshidrogenasas de A. naeslundii(38). 

- Candida albicans y Fusobacterium nucleatum: Unión mediada por los 
componentes de carbohidratos en la superficie de C. albicans y los 
componentes de proteínas en la superficie celular de Fusobacterium 
nucleatum. La manoproteína FLO9 como el componente de superficie de 
C. albicans que media en la coadherencia con la proteína externa de unión 
a arginina, RadD, de   F. nucleatum (39). 

- Candida albicans y Porphyromonas gingivalis: P. gingivalis utiliza la 
proteína de la familia Inlj internalina para interactuar estrechamente con 
las hifas de C. albicans dentro de la estructura de la biopelícula (43). Se 
identificó sobreproducción de tres proteínas fúngicas en condiciones 
anóxicas, donde predomina la actividad de P. gingivalis, estos proteínas 
fueron Eno1 Mp65 y Eng1(40).  

Figura 2. Modelo espaciotemporal de la colonización bacteriana oral. 
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Estas interacciones entre hongos y bacterias en una biopelícula mixta 
complican el tratamiento contra las infecciones polimicrobianas (44).  

 

4.4.3. Etapas del desarrollo de una biopelícula causante de periodontitis. 

La formación de las biopelículas orales es un proceso complejo ya que la 
colonización de las superficies de los dientes y del tejido bucal se produce de 
forma temporal, de modo que la unión de una especie se convierte en el 
andamiaje al que pueden adherirse otras especies, como se muestra en la Figura 
2 (6). Este proceso de unión secuencial se denomina comúnmente coagregación 
(14). En los márgenes gingivales, donde los dientes se encuentran con las 
encías, las comunidades consisten en bacterias Gram positivas y Gram 
negativas. Sin embargo, en los sitios subgingivales, las comunidades a menudo 
consisten principalmente en bacterias gramnegativas anaerobias obligadas (18). 
En cuanto a la adquisición de nutrientes, para los microorganismos orales son 
las proteínas del hospedador y las glicoproteínas, que se obtienen 
principalmente de la saliva para los organismos en la placa supragingival y del 
líquido crevicular gingival (GCF), cuya composición es similar al suero,  para los 
que se encuentran en las biopelículas subgingivales (27). 

a. Biopelícula adquirida:  Es la película salival que recubre el esmalte dental 
se denomina película salival adquirida, posee receptores celulares y 
salivales, como mucinas, proteínas ricas en prolina, estaterina, aglutinina 
salival (gp-340) y α-amilasa, a los que se adhieren los primeros 
colonizadores (17). 

b. Biopelícula temprana: las bacterias colonizadoras iniciales de la superficie 
dental limpia, en el margen supragingival de la boca humana y en 
condiciones de aerobiosis, son principalmente los estreptococos, es decir 
el complejo amarillo. Consecutivamente, especies como Veilonella 
parvula del complejo violeta estrechamente relacionadas con 
estreptococos y las especies de Actinomyces, del complejo azul, son 
considerados como los colonizadores tempranos (18). Hsa y Gspb son 
adhesinas estreptocócicas que interactúan con la película salival, las 
células epiteliales y las plaquetas sanguíneas (42) 

c. Biopelícula madura: Las biopelículas maduras son agregados de 
microorganismos que crecen dentro de una matriz extracelular a partir de 
una biopelícula primaria (17). 
En este orden de ideas, a medida que la biopelícula madura, hacia un 
margen supragingival, se encuentran patógenos como F. nucleatum, del 
complejo naranja, que actúan como andamios para unir las bacterias 
colonizadoras tempranas con los patógenos anaerobios tardíos como las 
bacterias del complejo rojo ( P. gingivalis, T. forsythia y T. denticola ) y 
facilitar la colonización induciendo a una disbiosis, al interferir con el 
sistema inmunológico mediado por el complemento(32). F. nucleatum 
se une a P. gingivalis a través de una adhesina similar a lectina específica 
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de galactosa que reconoce el resto de azúcar en la cápsula y el 
lipopolisacárido de P. gingivalis. F. nucleatum También se une a los 
estreptococos por medio de la adhesina RadD (45). 
Durante esta etapa, cuando las moléculas de señalización alcanzan una 
concentración suficiente, pueden comunicarse y coordinar la formación de 
biopelícula o la síntesis de factores de virulencia(17). El tener una 
biopelícula madura implica interacciones físicas, señales químicas y 
respuestas transcripcionales (18).  Dentro de los ejemplos de 
interacciones bacterianas: 
La unión de Streptococcus gordonii por medio de SspB a la proteína 
fimbrial menor Mfa1 de P. gingivalis (32). 
La interacción entre la proteína fimbrial principal de P. gingivalis., Fim A, 
y S. gordonii GAPDH, que facilita la colonización de P. gingivalis. Y la 
pérdida de hueso alveolar inducida por P. gingivalis (32). Y la interacción 
de fimbrias menores, Mfa se acopla a las proteínas Ssp en la superficie 
de la célula estreptocócica y aumenta la avidez de unión (45). 
F. nucleatum puede crear un microambiente reducido que es óptimo 
para el crecimiento de P. gingivalis. F. nucleatum también puede generar 
amoníaco a partir de los ácidos glutámico y aspártico, aminoácidos que 
se encuentran en el líquido crevicular, elevando así el pH a los niveles 
preferidos por P. gingivalis (45). 
También hay interacciones antagonistas como la producción de 
bacteriocinas, peróxido de hidrógeno, ácidos orgánicos, diferentes 
enzimas y liberación de fagos líticos. Estos compuestos pueden darle a 
un organismo una ventaja competitiva durante la colonización y cuando 
compite con otros microorganismos (27). 

d. Etapas tardías: La invasión y destrucción de tejidos blandos está mediada 
por enzimas difusibles microbianas, como lipasas, proteasas, nucleasas 
y ureasas (17). Tras la coagregación de los complejos, la persistencia de 
la biopelícula en la superficie del diente dará como resultado la 
estimulación continua del tejido gingival que rodea los dientes, lo que 
eventualmente causará inflamación y una ligera profundización de la 
hendidura gingival, llevando a una coagregación bacteriana de forma 
subgingival, volviendo las condiciones atmosféricas gradualmente 
anaerobias (29). La inflamación se da por la escasa disponibilidad de 
fuentes de energía obligando a las bacterias del complejo rojo a obtener 
energía de los factores del hospedador dañando los tejidos del 
hospedador. Además, las bacterias complejo rojo presentan gran 
virulencia debido a que poseen altos niveles de actividad de la proteína-
degradantes que está en gran parte mediada por proteasas incluyendo 
gingipainas de P. gingivalis, PrtH de T. forsythia, y dentilisina de T. 
denticola(32). 

e. Dispersión: La última etapa del desarrollo de la biopelícula es el 
desprendimiento de células o agregados microbianos, que luego 
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colonizan la saliva y otros soportes. El desapego depende del apoyo, la 
comunidad microbiana, la disponibilidad de nutrientes, la hidrodinámica y 
las condiciones fisicoquímicas del medio. Este desprendimiento es 
facilitado por la lisis de polímeros extracelulares, como por la producción 
de dextranasas por S. mutans(17). 

4.4.4. Matriz extracelular   
La Matriz extracelular comprende aproximadamente el 30% del volumen 
total(25). En las matrices de biopelículas bacterianas exopolisacáridos (EPS), 
proteínas, lípidos, ácidos nucleicos, ácidos lipoteicoicos e incluso 
lipopolisacáridos. Los componentes de la matriz, como el EPS, podrían afectar 
la difusión de sustancias dentro y fuera de la biopelícula, quizás ayudando a 
crear una amplia gama de microambientes dentro del biopelícula (46).  Las 
propias células forman una barrera para el libre movimiento de moléculas y la 
matriz macromolecular extracelular, que a menudo está cargada negativamente, 
actúa como una resina de intercambio iónico para retardar el movimiento de 
compuestos cargados o reactivos a través de la biopelícula (47). Además, dentro 
de las funciones que tiene la matriz extracelular, se destaca la protección que 
brinda a las biopelículas de las terapias antimicrobianas (48). Finalmente, entre 
otras funciones incluyen la cohesión celular, la estructura de la comunidad, los 
recursos nutricionales,  el sistema inmunológico del hospedero y la protección 
contra xenobióticos (49).  Los xenobióticos son compuestos químicos que no 
forman parte de la composición de los organismos vivos (50). 

Al momento de brindar nutrición a los microorganismos formadores de 
biopelículas, la matriz extracelular es una fuente potencial de carbono y 
energía. Los fructanos y glucanos solubles en la placa dental se pueden 
metabolizar mediante combinaciones de bacterias que producen enzimas exo y 
/ o endohidrolíticas. Por tanto, las bacterias individuales dependen de la 
capacidad metabólica de otras especies para acceder a los nutrientes esenciales 
(27). 

En cuanto a la producción de EPS por bacterias, los polisacáridos β-1,3-glucanos 
y β-1,6-glucanos secretados por S. mutans sintetizados por glucosiltransferasas 
(Gtfs), son los componentes principales de la matriz extracelular de la biopelícula 
de S. mutans (51). Por otro lado, los polisacáridos secretados por C. 
albicans son componentes importantes de la matriz de la biopelícula fúngica, 
siendo el α-manano el componente más abundante seguido del β-1,6-glucano y 
el β-1,3-glucano (49). La producción de exopolisacáridos por 
las glucosiltransferasas de S. mutans puede ser un mecanismo importante para 
generar heterogeneidad estructural y fisiológica dentro de las biopelículas 
(47).Esta heterogeneidad se da al formar una intrincada red de islotes 
bacterianos (microcolonias) entrelazados con exopolisacáridos a través de 
interacciones localizadas de célula a matriz (46). 
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4.5. Técnicas metodológicas en el análisis de biopelículas.   

4.5.1. Conteo Unidades Formadoras de Colonias: método de placa  
Una célula viable es aquella capaz de dividirse y dar lugar a una descendencia. 
Este método se basa en contar el número de células viables de la muestra capaz 
de formar colonias en un medio sólido adecuado, ya que cada célula viable es 
capaz de formar una colonia, como se esquematiza en la Figura 3 (52). Implica 
la dilución en serie de las muestras, seguida de la difusión de 50 a 100 ml de 
cada dilución en un medio de agar. Después de la incubación, se cuentan las 
colonias y se estiman las concentraciones bacterianas en la muestra original(53). 
Los recuentos totales de colonias obtenidos en UFC de las placas de agar 
incubadas y el factor de dilución respectivo utilizado se pueden combinar para 
calcular el número original de microorganismos en la muestra en UFC por ml(54): 

 

El cálculo de UFC/mL se obtuvo mediante la siguiente fórmula: 

𝐔𝐅𝐂

𝐦𝐋
=

𝐍° 𝐜𝐨𝐥𝐨𝐧𝐢𝐚𝐬 𝐩𝐨𝐫 𝐩𝐥𝐚𝐜𝐚 ∗ 𝐟𝐚𝐜𝐭𝐨𝐫 𝐝𝐞 𝐝𝐢𝐥𝐮𝐜𝐢ó𝐧

𝐦𝐋 𝐝𝐞 𝐥𝐚 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚 𝐬𝐞𝐦𝐛𝐫𝐚𝐝𝐚
 

 

4.5.2. Desorción/ionización láser asistida por una matriz con detección de 
masas por tiempo de vuelo (MALDI- TOF: Matrix-Assisted Laser 
Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass Spectrometry) 
Tecnología que permite el uso de la espectrometría de masas en la identificación 
de microorganismos mediante el análisis de proteínas, principalmente 
ribosomales, a través de la creación de un espectro de masas que es específico 
para cada género y especie (55). 
Una pequeña porción de una colonia bacteriana se deposita directamente sobre 
una placa metálica conductora. Después de la cristalización de la matriz y el 

Fórmula 1. Cálculo del número de UFC/mL por placa 

Figura 3. Esquematización del 
procedimiento del recuento de 
UFC/mL en placa. 
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material microbiano, la placa de metal se introduce en el espectrómetro de 
masas y se bombardea con pulsos de láser breves. Las moléculas ionizadas se  

aceleran a través de un campo electrostático y son expulsadas a través de un 
tubo de vuelo de metal sometido a vacío hasta que alcanzan un detector, los 
iones más pequeños viajan más rápido que los iones más grandes, por lo tanto, 
los analitos son separados para crear un espectro de masas que está compuesto 
por picos masa a carga (m/z) con intensidades variables. Un espectro es una 
firma del microorganismo que se compara automáticamente con una base de 
datos para la identificación a nivel de género y especie. Los resultados son 
revisados con base en el valor de puntuación (Bruker) o nivel de confianza 
(Biomérieux) y, de ser aceptables, son posteriormente exportados o consignados 
en el sistema de información propio del laboratorio (56). Los espectros de masas 
MALDI-TOF consisten en picos de proteínas intracelulares muy abundantes, 
incluidas las proteínas de la subunidad ribosómica, que están presentes en un 
alto número de copias en las células bacterianas en replicación(57). 

La figura 4 (58) muestra esquemáticamente el proceso de identificación en 
MALDI-TOF. 

4.5.3. Análisis de viabilidad celular con MTT 
El MTT (bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) es una sal de 
tetrazolio comúnmente utilizada en cultivos celulares, en su composición se 
encuentran grupos laterales lipofílicos y carga neta positiva, permitiéndole 
atravesar la membrana celular y se reducirse en células viables por enzimas 
mitocondriales o plasmáticas como oxidorreductasas, deshidrogenasas, 
oxidasas y peroxidasas usando NADH, NADPH, succinato o piruvato como 
electrón donante; dando como resultado la formación de cristales insolubles en 

Figura 4. Representación esquemática de un 
espectrómetro de masas MALDI-TOF. 
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agua color púrpura denominado formazán (59). Así como se demuestra en la 
Figura 5 (60).Posterior a la incubación de las células con MTT se añade 
dimetilsulfóxido (DMSO), el cual permite la solubilización de los cristales de 
formazán (61). El compuesto es reducido por enzimas de la cadena respiratoria 
que están localizadas en la membrana plasmática de las bacterias, mientras que, 
en las levaduras, esta sal se reduce por deshidrogenasas mitocondriales(62). 

 

Figura 5. Reducción enzimática de MTT a formazán. 

4.6. Antecedentes 
Estudios previos han demostrado la interacción de biopelículas polimicrobianas 
entre bacterias y C. albicans. Pese a que hay variedad de agentes etiológicos en 
la periodontitis, en estos estudios se desarrollaron biopelículas de doble especie: 
C. albicans y Streptococcus mutans(16), C. albicans y Streptococcus gordonii 
(41), C. albicans y Fusobacterium nucleatum (39), C. albicans y Porphyromonas 
gingivalis (43); o de tres especies C. albicans, Actinomyces naeslundii y 
Streptococcus mutans(38). Los resultados demuestran que existe una 
interacción fúngico-bacteriana, por medio de microfotografías tomadas al ser 
observadas por Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) o Microscopía de 
Escaneo Confocal Láser (CLSM), relacionado a C. albicans con bacterias 
periodontopatógenas.   

Por otra parte, se han desarrollado y validado modelos in vitro de biopelículas de 
múltiples especies bacterianas que hacen parte de la microbiota 
subgingival(19).No obstante, en este estudio no se tuvo en cuenta la presencia 
de C. albicans, a diferencia del modelo de un biopelícula in vitro complejo que 
imita las alteraciones ambientales y de especies durante la conversión de un 
modelo de biopelícula 'supragingival' a 'subgingival' (29) en el cual se contó con 
la participación de C. albicans como microorganismo colonizador. Sin embargo, 
no brindan información acerca de la viabilidad de C. albicans estudiada a través 
de CLSM o SEM.  

Finalmente, al evaluar la importancia de C. albicans en la interacción de 
biopelículas polimicrobianas, se encontraron biopelículas más robustas y 
reproducibles al momento de estar C. albicans presente (63). A pesar de tener 
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en cuenta el rol de C. albicans en la biopelícula polimicrobiana, no se evaluó la 
estructuración de la biopelícula. Asimismo, se realizó el análisis metabólico de 
biopelículas orales utilizando el colorante de viabilidad celular AlamarBlue, por 
otra parte, se han evidenciado experimentos  en los que utilizan sales de 
tetrazolio como colorantes para el mismo fin (62) ya al ser métodos 
fluorométricos que permiten cuantificar la actividad metabólica de las células 
dentro de una biopelícula, dentro de los cuales se encuentran también diacetato 
de fluoresceína (FDA) y varias sales de tetrazolio como 2,3-bis- (2-metoxi-4-nitro-
5-sulfofenil) -2H-tetrazolio-5-carboxanilida (XTT), 2- (4,5- bromuro de dimetil-2-
tiazolil) -3,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) y cloruro de 2,3,5-trifenil-tetrazolio (TTC) 
(64).  

5. Objetivos 

5.1. General 
 Describir los microorganismos asociados a periodontitis en sujetos 

atendidos en la clínica de la Facultad de Odontología de la Pontificia 
Universidad Javeriana para la formación de un modelo de biopelícula 
polimicrobiana in vitro. 

 5.2.Específicos 
 Identificar y determinar las frecuencia de los microorganismos 

presentes en muestras de cavidad oral de sujetos con periodontitis. 
 Establecer una biopelícula polimicrobiana in vitro con los 

microorganismos presentes en las muestras de los sujetos con 
periodontitis. 

6. Metodología 
  

1. Elección muestras inoculadas en 1mL de caldo tioglicolato,  
pertenecientes al banco de trabajo del Centro de Investigaciones 
Odontológicas (CIO) tomadas en la Clínica de la Facultad de 
Odontológica de la Pontificia Universidad Javeriana. Se eligieron 
muestras de placa subgingival, surco/bolsa gingival y saliva de 20 sujetos: 

- 10 sujetos diagnosticados con periodontitis y 10 sujetos sanos/gingivitis. 
Estos sujetos fueron incluidos según los siguientes criterios de inclusión: 

 
 Adultos mayores de 30 años. 
 Tener mínimo 6 dientes en boca. 
 No ser fumadores. 
 No tener diabetes. 
 No haber tomado antibióticos en los últimos tres meses. 

 
2. Cultivo de muestras sujetos con periodontitis y muestras de sujetos 

sanos/gingivitis. 
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 Para las muestras saliva y placa subgingival se cultivaron por siembra 
masiva 100 ul (DO600 1.0 por literatura) de cada una en agar sangre en 
diluciones de 10-1 a 10-4 

 Para las muestras de bolsa periodontal se cultivaron 100 ul (a excepción 
de 3 muestras de sujetos con periodontitis y una de sujeto sano/gingivitis 
se cultivaron 50 ul) por siembra masiva sin diluir. 

 Las cajas de agar sangre fueron incubadas a 37°C en atmosfera de 
anaerobiosis con bolsas Thermo Scientific™ Oxoid AnaeroGen de 
2,5 litros durante 8 días. 

 
3. Conteo de Unidades Formadoras de Colonias en muestras de sujetos con 

periodontitis y de sujetos sanos/gingivitis: 
 Se contaron UFC/mL de 69 cajas que evidenciaron crecimiento para 

muestras de sujetos con periodontitis. 

 Se contaron UFC/mL de 38 cajas que evidenciaron crecimiento muestras 
de sujetos sanos/gingivitis 
 

4. Identificación de colonias utilizando MALDI- TOF, en sujetos con 
periodontitis y sujetos con sanos/gingivitis: 

 Se identificación de 24 colonias de las muestras de placa subgingival 
diluida 10-3 de sujetos con periodontitis. 

  Se identificación de 26 colonias de las muestras de placa subgingival 
diluida 10-3 de sujetos sanos/gingivitis. 

 

Figura 6. Procedimiento para el conteo de UFC/mL y la identificación en MALDI-TOF en muestras 
de sujetos con periodontitis. 

Figura 7. Procedimiento para el conteo de UFC/mL y la identificación en MALDI-TOF en muestras 
de sujetos sanos/gingivitis. 
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5. Formación de una biopelícula de 96 horas, tras realizar un inóculo por 
diluciones se realizó de la siguiente manera: 

 Se prepararon 3 réplicas en 3 momentos diferentes, y posteriormente se 
realizó la formación de las biopelículas por triplicado en las placas de 
microtitulación de poliestireno de fondo plano de 96 pozos. 
 
NOTA: 
Durante el experimento para la segunda y tercera réplica, se inoculó una 
segunda placa de 96 pozos para formar una biopelícula con el fin 
disgregarla y realizar el conteo de UFC/mL tras inocular 100uL de la 
suspensión. Posteriormente se realizó la identificación de las colonias 
recuperadas en MALDI-TOF. 
 

 La suspensión microbiana stock fue preparada a partir de un asa llena de 
los microorganismos que crecieron en agar sangre a partir de un inoculo 
de 100 ul de la muestra pura de saliva, placa subgingival y surco/bolsa de 
un sujeto con periodontitis, en 4 mL en un medio BHI suplementado con 
mucina, bicarbonato de sodio, menadiona, extracto de levadura, cisteína, 
hemina y L-glutámico. 
 
NOTA:  
En experimentos no publicados y realizados en el grupo de investigación 
de Micosis Humanas y Proteómica de la Pontificia Universidad Javeriana, 
se realizó la identificación de la microbiota del sujeto con periodontitis, 
encontrando los siguientes resultados:  
 

Tabla 3 Microorganismos identificados en las muestras de sujetos con periodontitis en 
estudios previos al presente proyecto 

Muestra Saliva Placa Surco/ Bolsa gingival 

Microorganismos 
identificados 

Candida albicans Streptococcus 
gordonii 

Streptococcus mutans 

Veillonella 
parvula 

Veillonella parvula Streptococcus 
parasanguinis  

Streptococcus 
oralis 

Streptococcus oralis 

 
Parvimonas micra Streptococcus mitis  
Candida albicans Streptococcus 

pneumoniae  
Veillonella parvula 

 

            
Al tener una diversidad de microorganismos asociados a los distintos 
complejos propuestos por Socransky, además de la presencia de la 
levadura Candida albicans, las muestras de este sujeto fueron utilizadas 
para preparar la suspensión microbiana y lograr la formación de una 
biopelícula como parte de un estudio piloto. 
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 Las placas de microtitulación de poliestireno de fondo plano de 96 pozos 
fueron inoculadas con 200 ul de la suspensión microbiana stock sin diluir 
y en distintas diluciones (Desde 10-1 a 10-6). El inoculo se realizó cada 24 
h durante 4 días. Como blanco se utilizó un inoculo de 200 ul de caldo BHI 
suplementado. 
 

6. Ensayo de viabilidad celular con sal de tetrazolio MTT  (Merck Millipore, 
USA) 

 Tras la incubación final, se realizó aspiración del caldo BHI con una pipeta 
multicanal. 

 Se agregaron 100 ul de MTT (0,3 mg/mL de MTT en PBS) a los pozos, 
posteriormente se incubaron a 37°C durante 1,5 horas en atmosfera de 
anaerobiosis. 

 La solubilización de cristales de formazán se logró con 100 ul de DMSO 
en cada pozo, posteriormente si incubó durante 10 minutos a temperatura 
ambiente con agitación leve.  

 Se realizó lectura por espectrofotometría a una longitud de onda de 490 
nm, en un lector de Microplacas para Absorbancia ELx800. 

 
 
 

7. Evaluación de la viabilidad y adherencia microbiana. 
 Se realizó el conteo UFC de las biopelículas montadas en las Las placas 

de microtitulación de poliestireno de fondo plano de 96 pozos tras 
disgregarlas.  

 Se identificaron en MALDI-TOF las colonias recuperadas que crecieron 
en el agar sangre. 

8. Análisis estadístico: 
Para el análisis del número y especie de microorganismos identificados 
fueron utilizadas las tablas de frecuencia relativa. utilizando el Software 
GraphPad Prism versión 8.0.1 se determinó la media, mediana, desviación 

Figura 8. Procedimiento para la formación de una biopelícula de 96 horas y el ensayo de 
viabilidad microbiana con MTT. 
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estándar y varianza de las UFC/mL totales cuantificadas en muestras de 
saliva, placa subgingival y surco/bolsa. 
Se analizó mediante ANOVA bidireccional el ensayo de viabilidad celular con 
MTT para encontrar efectos significativos de las variables. Para este 
experimento las variables independientes fueron las horas y la cantidad de 
inoculo y la dependiente fue la absorbancia a 490nm de las muestras. El 
análisis estadístico se realizó utilizando el Software GraphPad Prism versión 
8.0.1. Las diferencias en las medias de los datos se consideraron 
significativas si p <0,05.  

7. Resultados  
 

7.1. Conteo UFC/mL y frecuencia de microorganismos en muestras de 
sujetos con periodontitis y sujetos sanos/ gingivitis. 

7.1.1. Conteo de unidades formadoras de colonias 
 

Tabla 4 Resultados de estadística descriptiva UFC/mL de sujetos con periodontitis y 
sanos/gingivitis en muestras de saliva, placa subgingival y surco/bolsa 

MUESTRA SALIVA MUESTRA PLACA MUESTRA SURCO/BOLSA 

 SUJETOS 
CON 

PERIODONTI
TIS 

SUJETOS 
SANOS/GINGIVI

TIS 

SUJETOS 
CON 

PERIODONTI
TIS 

SUJETOS 
SANOS/GINGIVI

TIS 

SUJETOS 
CON 

PERIODONTI
TIS 

SUJETOS 
SANOS/GINGIVI

TIS 

N° SUJETOS 10 10 10 10 10 10 

Mínimo 8.80E+05  
UFC/mL 

0.0 
2.00E+04 
UFC/mL 

0.0 
1.00E+01 
UFC/mL 

0.0 

máximo 7.40E+06 
UFC/mL 

1.10E+08 
UFC/mL 

5.70E+06 
UFC/mL 

3.70E+06 
UFC/mL 

1.10E+04 
UFC/mL 

3.40E+03 
UFC/mL 

Rango 6.52E+06 
UFC/mL 

1.10E+08 
UFC/mL 

5.68E+06 
UFC/mL 

3.70E+06 
UFC/mL 

1.10E+04 
UFC/mL 

3.40E+03 
UFC/mL 

             

Media 3.91E+06 
UFC/mL 

6.05E+07 
UFC/mL 

1.70E+06 
UFC/mL 

6.75E+05 
UFC/mL 

2.39E+03 
UFC/mL 

5.39E+02 
UFC/mL 

Desviación 
estándar 

2.25E+06 
UFC/mL 

4.74E+07 
UFC/mL 

2.01E+06 
UFC/mL 

1.24E+06 
UFC/mL 

3.73E+03 
UFC/mL 

1.07E+03 
UFC/mL 

Error estándar 
de la media 

7.13E+05 
UFC/mL 

1.50E+07 
UFC/mL 

6.35E+05 
UFC/mL 

3.92E+05 
UFC/mL 

1.18E+03 
UFC/mL 

3.39E+02 
UFC/mL 

             

Límite inferior 
del Intervalo 
de Confianza 
de la media 

95% 

2.30E+06 2.66E+07 2.63E+05 -2.12E+05 -2.85E+02 -2.28E+02 

Límite 
superior del 
Intervalo de 

Confianza de 
la media 95% 

5.52E+06 9.43E+07 3.14E+06 1.56E+06 5.06E+03 1.31E+03 

             

Coeficiente de 
variación 

58% 78% 118.10% 183.60% 156.50% 199.00% 

 
La media en muestra de saliva entre los 10 sujetos con periodontitis es de 
3.91*106 UFC/mL con una desviación estándar de 2.25*106 UFC/mL, para 
sujetos sanos/gingivitis 6.05*107 UFC/mL con una desviación estándar de 
4.74*107 UFC/mL. También con un coeficiente de variación amplio entre los 
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sujetos, de 58% para sujetos con periodontitis y 78% para los sujetos 
sanos/gingivitis. 
La media en muestra de placa subgingival entre los 10 sujetos con periodontitis 
es de 1.70*106 UFC/mL con una desviación estándar de 2.01*106 UFC/mL, para 
sujetos sanos/gingivitis 6.75*105 UFC/mL con una desviación estándar de 
1.07*106 UFC/mL. También con un coeficiente de variación amplio entre los 
sujetos, de 118% para sujetos con periodontitis y 183.6% para los sujetos 
sanos/gingivitis. 
Finalmente, en muestra de surco/bolsa entre los 10 sujetos con periodontitis es 
la media es de 5.39*102 UFC/mL con una desviación estándar de 2.01*103 
UFC/mL y un coeficiente de variación entre los sujetos del 156.50% para sujetos 
con periodontitis y 199% para los sujetos sanos/gingivitis. 
 

7.1.2. Frecuencia de microorganismos identificados en las muestras 
Las identificación de colonias mediante MALDI-TOF se clasificaron como: 

- Rango de 2.300 ... 3.000: Identificación de especies altamente probable. 
- Rango de 2.000 ... 2.299: Identificación segura del género, identificación 

probable de especies. 
- Rango de 1.700 ... 1.999: Identificación de género probable. 
- Rango de 0.000 ... 1.699: Identificación no confiable. 

 

En las muestras de sujetos con periodontitis e identificaron las siguientes 
especies: S. oralis (17.9%), P. micra (7.1%),  S. salivarius (3.6%),  A. oris(7.1%),  
S. sanguinis A. oris (7.1%), S. mitis (7.1%), A. naeslundii (7.1%), S. exigua 
(3.6%), F. nucleatum (7.1%), S. gordonii (7.1%), S. cristatus (7.1%), S. 
parasanguinis (7.1%), C. acnes(3.6%),  S. pneumoniae(3.6%) y S anginosus 
(3.6%). Representadas en la Figura 9. 
 

 
Figura 9.  Frecuencia de Microorganismos en muestra de placa subgingival con dilución 10-3 en 

sujetos con periodontitis identificados por MALDI-TOF. 
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En cuanto a las muestras de sujetos sanos/gingivitis fueron identificadas las 
siguientes especies:  S. oralis (18.5%), A. oris (11.1%),  S. sinensis (3.7%), E. 
faecalis (3.7%), S. sanguinis (3.7%), S. constellatus (7.4%), A. naeslundii 
(11.1%), S. anginosus, (3.7%), S. gordonii, (11.1%), L. umeaense (3.7%), S. 
pneumoniae (3.7%), S. mitis (7.4%), S. intermedius (3.7%), S. epidermidis (3.7%) 
y S. vestibularis (3.7%). Representadas en la Figura 10. 
 

 
Figura 10. Frecuencia de Microorganismos en muestra de placa subgingival con dilución 10-3 en 

sujetos sanos/ gingivitis identificados por MALDI-TOF. 

 

7.2. Ensayo de viabilidad celular con MTT, conteo UFC/ml y frecuencia de 
microorganismos de las réplicas 

7.2.1. Ensayo de viabilidad celular con MTT 
La viabilidad fue determinada por el ensayo con MTT, como se muestra en la 
Figura 11,   debido a que la cantidad de formazán formado tras la reducción de 
MTT es directamente proporcional al número de células viables, se midieron los 
cambios metabólicos por colorimetría se en cada una de las 3 réplicas. Los 
resultados demuestran que no hay diferencias estadísticamente significativas en 
la viabilidad de las biopelículas al evaluarlas en distintas cantidades de inóculos 
o al ser incubadas en diferentes tiempos. Además, se observa en la gráfica la 
variación entre los valores de las 3 réplicas al ser analizada la interacción entre 
los dos factores (cantidad de inóculo y tiempo en horas) con un porcentaje 
variación de 1.9%. Entre las cantidades de inóculo este porcentaje fue de 11.4% 
y entre las horas un valor de 6.7%. 
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Figura 11. Ensayo de viabilidad celular de la biopelícula de 96 horas con MTT. La gráfica muestra 

los valores de la absorbancia a una onda de 490nm de las biopelículas con distintas cantidades de 
inoculo durante 4 momentos, a las 24, 48, 72 y 96 horas. 

7.2.2. Recuento UFC/mL de las replicas 
 

Tabla 5. Resultados de estadística descriptiva UFC/mL de las réplicas 2 y 3 

 
Tras disgregar mecánicamente por pipeteo las biopelículas formadas en los pozo 
de la placa de microtitulación, fueron sembrado 100 uL en agar sangre de estas 
biopelículas ya diluidas en el medio donde se había formado, para realizar el 
conteo de UFC/mL y la identificación de los microorganismos recuperados. 

RÉPLICAS 

 2 3 
N° de valores 4 4 

Mínimo 2.44E+07 UFC/mL 5.55E+09 UFC/mL 

Máximo 2.44E+07 UFC/mL 5.55E+09 UFC/mL 

Rango 0.000 0.000 
   

Media 2.44E+07 UFC/mL 5.55E+09 UFC/mL 

Desviación estándar 0.0 0.0 
Error estándar de la media 0.0 0.0 

   
Límite inferior del Intervalo de 
Confianza de la media 95% 

2.44E+07 UFC/mL 5.55E+09 UFC/mL 

Límite superior del Intervalo de 
Confianza de la media 95% 

2.44E+07 UFC/mL 5.55E+09 UFC/mL 

   
Coeficiente de variación 0.0% 0.0% 
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El promedio de las UFC/mL en la Réplica 2 fue de 2.44*1007, mientras que en la 
réplica 3 5.55*1009. 

 

7.2.3. Frecuencia de microorganismos identificados en las replicas 

Complementando los resultados de la Tabla, se realizó la identificación de los 
microorganismos recuperados en las Réplicas 2 y 3 por medio de MALDI-TOF.  
 
Microorganismos reidentificados recuperados en la réplica 2. En total se 
identificaron 22 colonias, entre ellas las especies: S. oralis (36.4%), S. 
epidermidis (9.1%), S. aureus (27.3%), C. granulosum (4.5%), F. nucleatum 
(18.2%) y L. paracasei (4.5%). Como se muestra en la Figura 12. 

 
Figura 12. Porcentaje de microorganismos reidentificados en la réplica 2 de la biopelícula. 

Por otra parte, las colonias mostradas en la Figura 12, se encontraron en las 
biopelículas de la réplica 2 distribuidas por horas en la Figura 13 de la siguiente 
forma: 
- 24 horas: S. aureus (4.5%) 
- 48 horas: S. oralis (9.1%) y S. aureus (4.5%) 
- 72 horas: S. oralis (18.2%), S. aureus (4.5%), C. granulosum (4.5%), F. 
nucleatum (18.2%) y L. paracasei (4.5%) 
- 96 horas: S. oralis (9.1%), S. aureus (9.1%), C. granulosum (4.5%) y S. 
epidermidis (9.1%). 
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Figura 13. Porcentaje de microorganismos reidentificados en la réplica 2 de la biopelícula por 

horas. 

Microorganismos reidentificados recuperados en la réplica 3. En total se 
identificaron 3 especies de microorganismos: A. oris(94.3%), S. oralis (2.9%) y 
S. mutans (2.9%). Representados en la Figura 14. 

 
Figura 14. Porcentaje de microorganismos reidentificados en la réplica 3 de la biopelícula. 

Complementando Las colonias mostradas en la Figura 14, se encontraron en las 
biopelículas de la réplica 2 distribuidas por horas en la Figura 15 de la siguiente 
forma: 
- 24 horas: A. oris (31.4%) y S. oralis (2.9%).  
- 48 horas: A. oris (20 %). 
- 72 horas: A. oris (25.7 %). 
- 96 horas: A. oris (17.1 %) y S. mutans (2.9%). 
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Figura 15. Porcentaje de microorganismos reidentificados en la réplica 3 de la biopelícula por 

horas. 

7.2.4. Reidentificación de microorganismos recuperados antes y después 

de la formación de la biopelícula por réplicas representados en gráficas de 

tortas 

En la identificación de microorganismos previa a la formación de biopelículas en 
el presente proyecto, utilizando la muestra de placa en dilución 10-3 fueron 
identificadas dos colonias de S. mutans como se muestra en la Figura 16 

 

Figura 16 Porcentaje de microorganismos identificados previos a la formación de la biopelícula: 
únicamente fue identificado en MALDI- TOF Streptococcus mutans 

Comparando este resultado con los de las Figuras 17 y 18, las cuales reflejan la 
diversidad de microorganismos recuperados e identificados en las réplicas 2 y 3 
respectivamente 
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Figura 17 Porcentaje de microorganismos reidentificados en la réplica 2 de la biopelícula. 

 

Figura 8 Porcentaje de microorganismos reidentificados en la réplica 3 de la biopelícula 

8. Discusión  
En este estudio se analizó el recuento de UFC/mL en tres muestras: saliva, placa 
subgingival y surco/bolsa tanto en sujetos con periodontitis como en sujetos 
sanos/gingivitis. Los elevados coeficientes de variación entre los resultados de 
UFC/mL en las tres muestras de ambos grupos de sujetos, plasmados en la 
Tabla 4, se deben a que los datos registrados del recuento por cada muestra 
presentan una variabilidad, por ende, se refleja gran dispersión respecto a la 
media. También estos resultados demuestran la variabilidad del recuento entre 
la muestras, indicando así la que composición de la biopelícula varía no sólo 
entre los diferentes sitios de la cavidad oral, sino también entre los individuos 
(31). 

Posteriormente, tras la identificación de microorganismos en las tres muestras 
en sujetos con periodontitis (Figura 9),  se observa como resultado una alta 
frecuencia de especies del complejo amarillo S. oralis, S. salivarius, S. sanguinis, 
S. mitis, S. gordonii y S. anginosus. También se observan especies del complejo 
azul con la presencia de A. oris y A. naeslundii y del complejo naranja F. 
nucleatum, P. micra, S. exigua y C. acnes. Además, se resalta la presencia de 
microorganismos atípicos no asociados a los complejos de Socransky como S. 
penumoniae. Así mismo, en sujetos sanos/gingivitis (Figura 10) se registra alta 
frecuencia de especies del complejo amarillo S. oralis, S. sinensis, S. sanguinis, 
S. constellatus, S. gordonii , S. anginosus, S. mitis, S. intermedius y S. 
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vestibularis También se observan especies del complejo azul con la presencia 
de A. oris. Sin embargo, no se identificaron microorganismos del complejo 
naranja, correlacionando que al ser sujetos sanos/gingivitis no tienen 
microorganismos puente que favorezcan la unión de microorganismos 
periodontopatógenos clave como aquellos asociados al complejo rojo. De igual 
manera, se resalta la presencia de microorganismos atípicos no asociados a los 
complejos de Socransky como E. faecalis, L. umeaense y S. epidermidis. Las 
bacterias son los principales microrganismos colonizadores de la cavidad oral, 
haciendo referencia a las bacterias encontradas en los sujetos sanos/ gingivitis 
se correlacionan con el estado simbiótico, definido  como una composición, 
actividad y ecología microbiana que mantiene una relación equilibrada con el 
huésped, lo que resulta en un estado saludable(65). En contraparte, las bacterias 
encontradas en sujetos con periodontitis reflejan un estado de disbiosis. 
Además, la variación interindividual en la composición de la microbiota oral es el 
resultado de diferencias en el medio ambiente, la genética, la edad y el estilo de 
vida del hospedero(66) Hay que mencionar, además, la no recuperación de C. 
albicans, sin embargo, no se descarta su presencia en las muestras de los 
sujetos, debido a que hay estudios que demuestran la presencia de esta levadura 
en muestras de sujetos con periodontitis(23),(22). De igual modo, en 
experimentos no publicados y realizados en el grupo de investigación de Micosis 
Humanas y Proteómica de la Pontificia Universidad Javeriana, se ha identificado 
dentro de la microbiota oral del sujeto con periodontitis a C. albicans en muestras 
de saliva y placa subgingival como se establece en la Tabla 3. Posiblemente la 
no identificación de colonias de C. albicans, así como de otras colonias de 
microrganismos a identificar durante el desarrollo del proyecto en diferentes 
momentos, se deba a una muestra deficiente a analizar en MALDI-TOF, por 
ende, hubo falta de obtención de señales mediante el uso de espectrometría de 
masas reportando un resultado "sin picos encontrados", y en otros casos la falta 
de correspondencia entre un espectro y un espectro en la base de datos se 
reportó el resultado como "una identificación no fiable"(67), puesto que 
actualmente bien establecido que la calidad espectral de masas MALDI-TOF 
está influenciada por la cantidad de material de colonias bacterianas agregadas 
a la placa objetivo, la edad de la colonia bacteriana, así como el protocolo de 
preparación de muestras utilizado(57). También se presume que la metodología 
de recuperación de esta levadura no fue la más favorable para su crecimiento, 
ya que posiblemente las bacterias sean metabólicamente más activas que 
Candida albicans durante su crecimiento en agar sangre, situación que también 
pudo haberse dado durante la resiembra de las muestras. 

Por otra parte, tras el análisis del ensayo de viabilidad celular con MTT, graficado 
en la Figura 11. Al no encontrar diferencias estadísticas significativas entre la 
interacción de horas y cantidad de inoculo, se considera como un factor de 
alteración en los resultados de la viabilidad de la biopelícula, el aspirado excesivo 
al momento previo de agregar MTT, con el cual se eliminan el medio de cultivo 
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sobrenadante, este aspirado pudo dar lugar a resultados falsos negativos y el 
hecho de no tener precaución durante el uso de pipetas ay que puede provocar 
la rotura de la biopelícula ocasionando el arrastre de esta al momento de pipetear 
durante el lavado(68). Es posible que los microorganismos metabólicamente 
activos se encontraran principalmente en las biopelículas de 24 y 48 horas, 
llegando a la fase estacionaria a las 72 horas, donde se observa mayor viabilidad 
celular y un comportamiento mayoritariamente similar entre cantidad de inóculo, 
este resultado se asemeja a la literatura en el cual a este tiempo la evaluación 
de la biomasa y la vitalidad celular dentro de la biopelícula permitió demostrar la 
reproducibilidad de la biopelícula(19). En este momento, se prevé que la 
biopelícula presente gran biomasa, puesto que es una biopelícula madura, cuya 
coagregación de bacterias permite un ambiente anaerobio por la disminución de 
la tensión de oxígeno al interior de la biopelícula favoreciendo el crecimiento de 
especies colonizadoras secundarias del complejo naranja como F. nucleatum, la 
cual actúa como andamio para unir las bacterias colonizadoras tempranas con 
los patógenos anaerobios tardíos como las bacterias del complejo rojo ( P. 
gingivalis, T. forsythia y T. denticola). 
 
Para el recuento de UFC/mL en las dos réplicas de biopelícula definidos en la 
Tabla 5, los números de valores analizados fueron 4, correspondientes a los 4 
momentos por horas en los que se realizó la formación de la biopelícula. 
Teniendo en cuenta los resultados de valores como la desviación estándar y el 
coeficiente de variación dieron como resultado un valor de 0, indican que no 
existe una variabilidad en los datos respecto a la media al realizar el recuento, 
ya que los valores fueron iguales en todos los casos. Este resultado indica que 
el tiempo de incubación no influyó en el recuento de UFC/mL ya que el conteo 
fue el mismo en estos tiempos. Además, se debe resaltar la presencia de 
microorganismos viables, con rápida división celular que estén creciendo en la 
biopelícula en menor tiempo y con esto compensen el número de 
microorganismos que se encuentran en una fase de muerte. 
 
En cuanto a la identificación de microorganismos recuperados por réplica, la 
mayoría de los microorganismos identificados en la réplica 2 son aquellos 
pertenecientes al complejo amarillo, clasificados como colonizadores iniciales 
como lo es S. oralis, el microorganismo puente del complejo naranja F. 
nucleatum y finalmente microrganismos atípicos, no clasificados dentro de los 
complejos propuestos por Socransky como S. epidermidis, S. aureus, C. 
granulosum,  C. acnes y L. paracasei.  Teniendo en cuenta los resultados de las 
Figuras 12 y 13, no se debe presumir que cada uno de estos microorganismos 
identificados sean aquellos microorganismos representativamente 
metabólicamente activos en la biopelícula, debido a que había más colonias que 
no fueron identificadas en MALDI-TOF posiblemente por muestra insuficiente 
como se explicó anteriormente. Mientras que en la réplica 3,  A. oris de género 
perteneciente al complejo azul de Socransky fue el más frecuente, le siguen los 
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géneros estreptococos del complejo amarillo como S. mutans y S. oralis. En este 
caso, debido a la morfología que se observó en las placas de agar sangre y 
correlacionándolo con los resultados de las Figuras 14 y 15 junto al ensayo de 
viabilidad, es presumible que el microorganismo metabólicamente activo al que 
se le asume dicho resultado a A. oris,  probablemente junto a distintas especies 
de estreptococos, las cuales no fueron identificadas por MALDI-TOF 
posiblemente por muestra insuficiente como se explicó anteriormente. Sin 
embargo, por morfología y por la observación de hemólisis en el agar se presume 
dicha presencia. Es presumible que las diferencias en los resultados de la 
identificación de microorganismos entre réplicas se deban a alteraciones en el 
momento de realizar la resiembra de la muestra lo que podría llevar al favorecer 
el crecimiento de algunos microorganismos, o errores en la manipulación al no 
homogenizar correctamente la muestra en el medio al momento de inocular la 
muestra, además, es probable que en la réplica 3 existiera mayor presencia de 
oxígeno respecto a la réplica 2 y por este motivo no se observan especies 
anaerobias como las del complejo naranja.  

En la cavidad oral, específicamente en la placa subgingival se encuentran en 
menor proporción especies como estreptococos y Neisseria spp. Por su parte,  
la placa supragingival, contiene una mayor proporción de especies anaeróbicas 
como Actinomyces spp., Porphyromonas gingivalis, Tannerella 
forsythia y Treponema denticola (69). Además, un microorganismo clave en la 
formación de estos consorcios es F. nucleatum, especie gramnegativa que 
coagrega con todos los colonizadores tempranos y los colonizadores tardíos 
(70). Debido a esto es presumible la presencia de especies asociadas al 
complejo rojo, sin embargo,  no se evidenció crecimiento debido a la presencia 
de oxígeno al momento de incubar, al ser microorganismos anaerobios estrictos, 
las condiciones de su crecimiento deben ser meticulosamente desarrolladas. 
Aunque no se hayan identificado bacterias de este complejo, si se identificaron 
microorganismos capaces de inducir periodontitis como los microorganismos 
asociados al complejo naranja, puesto que estos también expresan factores de 
virulencia destructivos del tejido, como diferentes enzimas proteolíticas, 
sustancias citotóxicas y toxinas(31). 
 

En último lugar, seguido del análisis de los microorganismos al momento previo 
de la formación de la biopelícula, como se observa en la Figura 16, únicamente 
S. mutans fue identificado en muestra de placa diluida a 10-3, mientras que en 
los gráficas de las Figuras 17 y 18 se observa mayor variabilidad de 
microorganismos al ser recuperados tras la formación de biopelícula. Es así 
como el microambiente generado en la biopelícula formada en un medio liquido 
suplementado favorece el crecimiento de los microorganismos de los complejos 
amarillo, azul y naranja, caso que no sucede al inocular la muestra en agar 
sangre, demostrando favorablemente el efecto de las interacciones que existen 
entre los microrganismos de los diferentes nichos orales para el crecimiento. 
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9. Conclusiones  
1. A partir de la identificación de microorganismos en muestras de saliva, 

placa y surco, se logró la recuperación de bacterias asociadas a los 
complejos amarillo, azul y naranja. No se logró la recuperación de C. 
albicans, aunque esta se identificó en un primocultivo. Por otra parte, los 
microorganismos asociados al complejo rojo no fueron recuperados, 
teniendo en cuenta este escenario es posible que la sensibilidad del 
método no permita la recuperación de estos microorganismos asociados 
al complejo rojo. Además, la patogénesis de la periodontitis no recae 
únicamente en estos microorganismos asociados al complejo rojo si no 
que es problemática polimicrobiana que requiere estudios más profundos 
para establecer el rol de este consorcio microbiano. 

2. El modelo de biopelícula polimicrobiano establecido en este estudio para 
la formación de una biopelícula a partir de microrganismos salvajes, nos 
evidencia que aquellos microorganismos que mayor adaptabilidad 
presentaron en el desarrollo de la biopelícula son aquellos asociados al 
complejo amarillo. 

3. Con base en que el establecimiento de la biopelícula es un proceso 
jerárquico y dinámico donde hay microorganismos colonizadores 
primarios, secundarios- puente y tardíos; se requieren 72 h del cultivo 
polimicrobiano para la recuperación y adaptabilidad al microambiente de 
diversos microorganismos asociados a los complejos amarillos, naranja y 
azul.   

10. Recomendaciones 
Se recomienda realizar nuevamente el experimento con un mayor número de 
replicas con el fin de tener resultados estadísticamente significativos para su 
análisis. Así mismo, realizar la recuperación de los microrganismos en agares 
selectivos, en el caso de Candida albicans utilizar un agar Sabouraud 
cloranfenicol.  Además,  realizar un análisis de la estructura y distribución 
espacial de los microorganismos formadores de la biopelícula por medio de 
técnicas de microscopía como SEM o CLSM, ensayos de viabilidad celular más 
allá de los colorimétricos tales como tinciones utilizando el kit de viabilidad 
bacteriana BacLight LIVE/DEAD el cual permite la identificación de bacterias 
vivas y muertas utilizando un microscopio de fluorescencia y el Kit de viabilidad 
de levaduras LIVE/DEAD para citometría de flujo. Complementado lo anterior 
con la determinación cuantitativa de los microorganismos en las biopelículas 
mediante qPCR en tiempo real y finalmente al realizar el conteo de UFC/mL se 
sugiere que sea realizado por dos personas. 
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