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RESUMEN

Los biofilms bacterianos son sistemas com-
plejos en los que las bacterias son capaces
de organizarse, logrando asi una mayor re-
sistencia a los ataques antimicrobianos
siendo mucho mas dificil su erradicacion.
Las bacterias se encuentran en un 99% de
las ocasiones formando biopeliculas o bio-
films, por tanto el conocimiento de cémo po-
der eliminarlos seré la clave, no sélo en en-
dodoncia, sino en cualquier disciplina.

Se hainvestigado como es la mejor manera
y cuales son los mejores irrigantes en endo-
doncia para conseguir eliminar los biofilms
intrarradiculares. El hipoclorito sédico, de-
bido a su capacidad inherente de disolucion
del tejido, es capaz de desorganizar la es-
tructura de los biofilms y los estudios revisa-
dos lo colocan como el mejor irrigante en
endodoncia; la irrigacion ultrasénica pasiva,
el uso del laser y la terapia fotodinamica,
son grandes aliados que actGan como co-
adyuvantes en la erradicacion del biofilm.

Esta revision bibliogréafica nos ayuda a com-
prender como debemos centrarnos en la eli-
minacién de los biofilms y no de bacterias
aisladas; el E. faecalis es la bacteria princi-
palmente relacionada con el fracaso endo-
ddntico, poseyendo muchos factores de vi-
rulencia y una resistencia mediada por la
formacion de biofilms. Una adecuada irriga-
cion con hipoclorito sédico (NaOCI) y el uso
de quelantes del calcio como el acido etilen-
diamino-tetracético (EDTA) mejorara sobre-
manera la erradicacion bacteriana dentro de
los conductos.
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ABSTRACT

Biofilms are complex systems where bacteria
are able to organize, becoming more resis-
tant to the attack of antimicrobials, being very
difficult their elimination. Bacteria in nature
are found in a 99% forming biofilms, so we
have to understand that knowing how to era-
dicate them will be the key, not only in endo-
dontics, otherwise in all other disciplines.

The best way and what are the best endo-
dontic irrigants have been investigated to get
the biofilms eradication. The sodium hypoch-
lorite, because of its capability of tissue dis-
solution, it is able to disorganize the internal
structure of biofilms and all the checked stu-
dies confirms it as the best endodontic irri-
gant; passive ultrasonic irrigation, laser and
photodynamic therapy, are big allies acting
as adjuvants in biofilms eradication.

This bibliographic revision helps us to un-
derstand how we must get biofilms elimina-
tion instead of isolated bacteria; E. faecalis
is the most common bacteria found in endo-
dontic failure, having a lot of virulence factors
and a high resistance mediated by biofilm
creation. Adequate irrigation with sodium
hypochlorite and the use of calcium chelants
like EDTA will improve the bacterial eradica-
tion inside the root canals.

KEY WORDS

Biofilm; Root canal biofilm; Endodontics;
Enterococcus faecalis; Asepsis; Irrigation;
Activation.
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¢QUE ES UN BIOFILM? )
IMPORTANCIA DE SU ELIMINACION

Uno de los mayores avances en microbiologia que han
sido realizados en los Ultimos afios ha sido el estudio y
conocimiento sobre el desarrollo de comunidades de microor-
ganismos en diferentes superficies formando biopeliculas
0 biofilms.

Un biofilm se define como “una comunidad microbiana sésil,
caracterizada por células adheridas irreversiblemente a un
sustrato o interfase, o unas con otras, encerradas en una
matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas mis-
mas han producido, exhibiendo un fenotipo alterado en relacion
con la tasa de crecimiento y trascripcion genética™, pudiendo
estar formados éstos por una 0 mas especies de diferentes
géneros, aunque presentan similitudes en cuanto a las carac-
teristicas estructurales y comportamiento bioldgico.

Podemos dividir la apariencia en la naturaleza de las bacterias
en dos formas:

1. Bacterias planctonicas: suspendidas en un fluido.

2. Bacterias sésiles: adheridas a superficies duras, formadoras
de biofilms. A este grupo corresponden el 99% de las bac-
terias.

Los biofilms constituyen un modo protegido de crecimiento y
desarrollo que permite a las bacterias sobrevivir en determi-
nados ambientes, confiriendo un mecanismo de defensa para
las mismas, siendo a su vez su comportamiento y fisiologia
significativamente diferentes de aquellas bacterias que viven
suspendidas en fluidos.

Hay que comprender que los biofilms son sistemas complejos
desde el punto de vista estructural y dindmico, no son Unica-
mente agregados pasivos de células que estan adheridos a
una superficie?.

Existen numerosos estudios de accion de antimicrobianos
frente a bacterias aisladas, comprobando su eficacia frente a
estos microorganismos; sin embargo, la formacion de biofilms
confiere defensa a la comunidad celular, provocando menor
respuesta de las sustancias antimicrobianas. Diversas publi-
caciones en la literatura hablan de que la mayoria de los pro-
cesos infecciosos bacterianos en seres humanos son provo-
cados por la formacion de biofilms, siendo alrededor del 65%
en frecuencia®®.

cCOMO SE DESARROLLA
UN BIOFILM?

El desarrollo de un biofilm puede ocurrir de tres maneras
distintas®®:

1. Divisién de las células adheridas

2. Redistribucion de las células mediante movilidad superficial,
es decir, las células hijas jovenes se desplazan hacia la
superficie formando cimulos celulares de manera similar a
como crecen las colonias en las placas de agar.
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3. Captacion de células plancténicas (en suspension en un
fluido) hacia un biofilm ya formado.

Etapas en la formacion de un biofilm®

1. Adsorcion, sobre una superficie dura, de proteinas y sus-
tancia orgénica. La materia orgénica es adsorbida sobre las
superficies formando la conocida “conditioning film” o peli-
cula acondicionante, modificando las propiedades quimicas
y fisicas del sustrato propiciando un entorno 6ptimo para la
adhesion de bacterias.

2. La segunda etapa corresponde a la adhesion reversible de
los microorganismos, realizada mediante fuerzas de Van
Der Walls y fuerzas electrostaticas.

3. Adhesion irreversible de los microorganismos, exudando
las mismas un material polimérico extracelular que llamare-
mos exopolisacarido (EPS). Este material polimérico esté
constituido por polisacéridos, proteinas y acidos nucleicos.
Se produce una transicién de una interaccion débil hasta
un enlace permanente, mediado por polimeros y apéndices
extracelulares, propiciando una unioén especifica entre ad-
hesinas bacterianas y un receptor del sustrato. En diversos
estudios se ha visto que polisacaridos y proteinas pueden
actuar como adhesinas bacterianas.

Los EPS constituyen principalmente la matriz extracelular
de los biofilms; las especies bacterianas que no producen
los EPS son menos adherentes y menos patégenas. Se ha
demostrado que la produccion de los EPS es importante en
la conexion intercelular, proteccién contra la fagocitosis, in-
terferencia contra la respuesta inmune del huésped y una
reduccion de la eficacia de los agentes antimicrobianos.

4. Maduracion del biofilm: corresponde con la creacion de una
arquitectura compleja, con poros y canales, produciendo
una redistribucion bacteriana; la densidad y complejidad de
los biofilms aumenta a medida que los organismos adheridos
se reproducen y mueren y los componentes extracelulares
interactian con moléculas orgénicas e inorganicas presentes
en el medio.

5. Desprendimiento de algunas células de la superficie del
biofilm, creando canales dentro de la estructura del biofilm
(Figura 1).
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Figura 1. Etapas en la formacién de una biofilm.
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Resistencia de los biofilms>%°

Los estudios han demostrado que las bacterias en los biofilms
pueden llegar a ser entre 10 y 1.000 veces mas resistentes
que las células aisladas, a un gran nimero de antibiéticos
como la ampicilina, estreptomicina, tetraciclinas, gentamicina,
etc. y antisépticos oxidantes como los que son a base de
cloro, yodo u ozono.

Los biofilms presentan diversos mecanismos de resistencia:

 Degradacion de agentes antimicrobianos y penetracion res-
tringida de los mismos: La presencia de EPS de la matriz de
los biofilms provoca la restriccion en la entrada de los agentes
antimicrobianos dentro del biofilm; esta limitacién en la difu-
sion de sustancias protege a las bacterias de su interior de
la accion de estos agentes. Ademas, la union del antimicro-
biano a bacterias externas proporciona una efectiva resis-
tencia a las células del interior del biofilm.

* Baja tasa de crecimiento dentro del biofilm: la mayoria de
los antibidticos son méas efectivos contra células en creci-
miento; este motivo provoca que la disminucién de la tasa
de crecimiento en el interior del biofilm es una estrategia
efectiva para la supervivencia de dichas células. Ademas, el
gradiente de la concentracion de oxigeno y el pH contribuyen
indirectamente a la disminucion de la tasa de crecimiento.

» Cambios fenotipicos: la expresion de genes por parte de las
bacterias como respuesta a cambios de temperatura, baja
disponibilidad de oxigeno, oxidacion, dafios en el ADN, se
transfieren entre ellas consiguiendo un mecanismo de su-
pervivencia especifico y resistencia al ataque de agentes an-
timicrobianos.

* Persistencia bacteriana: existe la capacidad de cierto nimero
de bacterias del biofilm de resistir el ambiente agresivo,
siendo alta la resistencia a agentes antibiéticos asi como a
desinfectantes quimicos.

INFLUENCIA DE LOS IRRIGANTES EN
LA ADHESION DE LAS BACTERIAS A
LA DENTINA

La adherencia de las bacterias a superficies duras o biomate-
riales es el primer paso en la formacion de un biofilm y la pos-
terior infeccion provocada por éste. E faecalis posee distintos
factores de virulencia que le permiten adherirse a la dentina
e invadir lo tdbulos dentinarios. Los enterococcus expresan
factores que ayudan a su adhesion a las células del huésped
y a la matriz extracelular, lo que favorece la invasion histica,
causando inmunomodulacién y provocando dafio mediado
por toxinas?*-2t,

Kishen y cols.,? estudiaron la influencia de la irrigacion en la
adherencia y fuerza de la adherencia de E. faecalis a la dentina
del canal radicular, midiendo la adherencia mediante micros-
copia fluorescente y la fuerza de adhesion mediante micros-
copio de fuerza atémica. Observaron que la adherencia bac-
teriana a la dentina fue muy influenciada por el Gltimo irrigante
del conducto utilizado. Cuando el acido etilen-diamino-tetra-

cético (EDTA) fue el Gltimo irrigante se obtuvieron unos datos
de adherencia mayores que cuando se utiliza otro irrigante en
ultimo lugar. Cuando se utilizé hipoclorito sédico (NaOCI) como
irrigante final, la adherencia bacteriana se redujo en un 27%.
Estos datos se pueden explicar en que cuando es usado el
EDTA como ultimo irrigante, se produce una desmineralizacion
de la dentina que expone las fibras colagenas, creando un
sustrato ideal para la adhesién de E. faecalis. Cuando tras el
EDTA fue usado NaOCI, la capa expuesta de fibras colagenas
fue retirada, reduciéndose a su vez la adherencia bacteriana.

Sin embargo, los estudios llevados a cabo por Barén y cols.,?
exponen que, a mayor rigidez de la dentina, mayor fuerza
en la adhesién de E. faecalis a las paredes dentinarias en el
interior del conducto; el NaOCI, al eliminar el componente
organico de la dentina, las fibras colagenas expuestas, elimina
la parte responsable de otorgar cierta elasticidad a la dentina,
provocando mayor rigidez y por tanto mayor en la fuerza
de adhesion.

Més estudios han de ser llevados a cabo en este aspecto,
pero todos estos datos dejan claro que el protocolo de irrigacion
es muy importante no sélo para eliminar la carga bacteriana,
sino para reducir la adherencia y la fuerza en la adhesion
de las bacterias a las paredes dentinarias del E. faecalis,
principal causante de las periodontitis apicales y de los
fracasos endodonticos.

ELIMINACION DE BIOFILMS EN EN-
DODONCIA: IRRIGANTES

Enterococcus faecalis es el mas comun y a veces, la Gnica
bacteria aislada de los conductos radiculares en periodontitis
apicales persistentes. Su inherente resistencia antimicrobiana,
su habilidad para adaptarse a los cambios en el entorno y su
crecimiento dentro de los conductos radiculares como biofilm,
lo hacen responsable de la mayoria de los fracasos endodén-
ticos?>23,

Arias—Moliz y cols.,?* compararon 0,1% NaOCI, 4% clorhexi-
dina (CHX), 17% EDTA, 25% &cido citrico y 5% acido fosforico,
frente a la erradicacion del biofilm de E. faecalis, evaluando
dicha erradicacion mediante microscopio electronico de
barrido; comparando segun la concentracion y el tiempo
en contacto, los Unicos capaces de erradicar el biofilm de
E. faecalis fueron el NaOCI a 0,00625% durante un minuto
como concentracion minima, mientras que la CHX consiguio
erradicar el biofilm a concentraciones minimas de 1% en
10 minutos y 2% en 5 minutos. Los &cidos quelantes mostraron
nula eficacia en su capacidad antimicrobiana contra el biofilm
de E. faecalis.

Dunavant y cols.,? compararon la accion de otros irrigantes
frente a la erradicacion de E. faecalis; Los datos del estudio
reflejan de nuevo que el NaOCI posee los mejores porcentajes
en la eliminacién del biofilm, tanto en las concentraciones
dely6 %.

Clegg y cols.,?s usaron NaOCl en concentraciones de 6%, 3%
y 1%, asi como CHX 2% y Biopure MTAD®. Los datos del
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estudio reflejan que el NaOCI al 6% es el Unico irrigante que
consigue romper el biofilm y eliminar todas las bacterias, no
existiendo ninguna fase de crecimiento; el NaOCI al 1% no
consiguié del todo romper el biofilm, mientras que la CHX al
2% no es capaz de erradicarlo.

Aungue muchos estudios han demostrado la habilidad de va-
rios irrigantes para eliminar las bacterias del interior de los
conductos radiculares, es posible que parte de las bacterias
queden en los tubulos dentinarios; los componentes bacteria-
nos como los lipopolisacaridos, peptidoglicanos y acidos lipo-
teicoicos pueden inducir la liberacion de citoquinas mediadoras
de la inflamacion de los neutrdéfilos y monocitos-macroéfagos.
La interleuquina-1y el factor de necrosis tumoral a una vez li-
berados provocaran una reaccion inflamatoria provocando la
destruccion del tejido. Mattison y cols.,?” estudiaron los lipo-
polisacaridos como causantes de destruccion de hueso en la
regién periapical cuando son inoculados en conductos radicu-
lares en perros.

Ordinola-Zapata y cols.,?® compararon 1% NaOCI, 17% EDTA,
10% &cido citrico, 2% CHX y agua destilada (control) en la
medicién de la reduccion del biovolumen, que se define como
el volumen ocupado por los microorganismos en las tres di-
mensiones del espacio. Los datos del estudio revelaron que
el NaOCl es el Gnico irrigante de los estudiados capaz de rom-
per y desordenar la estructura interna del biofilm.

Arias-Moliz y cols.,? realizaron un estudio para comprobar la
capacidad de la CHX en evitar la formacion de un biofilm, ob-
teniendo unos resultados muy satisfactorios frente a varios ti-
pos de biofilms experimentales; se puede confirmar que la in-
herente capacidad antimicrobiana de la CHX, dependiendo
por supuesto de su concentracion, unido a su gran sustantivi-
dad, es capaz de inhibir la formacion de los biofilms, pero no
de erradicarlo per se, salvo contacto por tiempos prolonga-
dos.

Ordinola-Zapata y cols.,*® compararon la erradicacién y lim-
pieza del biofilm de secciones del conducto radicular en dientes
bovinos con NaOCI 6% activado de distintos métodos:

- Grupo control (irrigacion con agua destilada)

- Irrigacion con aguja convencional a 2 mm de longitud de
trabajo (LT)

- Activacién por Endoactivator® (activacion sonica)
- Activacion ultrasonica pasiva (Irri Safe®)

- Activacion mediante laser de Erbium:YAG (Er:YAG) (2940
nm de longitud de onda)

Los grupos activados mediante ultrasonidos y laser fueron
los que mostraron mejores resultados, eliminando el biofilm
de las paredes del conducto casi en su totalidad. A la capaci-
dad del NaOCI al 6% de eliminar el biofilm, sumamos la
mejora en la eliminaciéon con la activacion de la irrigacion
segun estos métodos. La activacion por Endoactivator® y la
irrigacion con aguja convencional a 2 mm de LT mostraron
resultados similares.

Gomez Alvarez, G., Gémez Martin, C., Mena Alvarez, J.

En el estudio de Bhuva y cols.,** el NaOCl al 1% fue capaz de
eliminar el biofilm tanto cuando se irrigd con jeringa conven-
cional como cuando de utilizé la activacion ultrasonica pasiva.

USO DEL LASER EN ELIMINACION
DE BIOFILMS

Hoy en dia, existen estudios suficientes que confirman que
laseres como Neodmio YAG (Nd:YAG), Er:YAG y Holmium
YAG (Ho:YAG) pueden ser grandes aliados en la desinfeccion
en terapia endodontica. El desarrollo de varias longitudes de
onday el uso de parametros seguros de energia han permitido
disminuir los efectos secundarios postoperatorios que provo-
caban los laseres, una propicia desinfeccion del conducto y
disminuir los cambios estructurales en la dentina provocados
por el calor de los mismos. Hoy en dia, en endodoncia, se
trata de usar energias bajas, con el fin de no dafiar el perio-
donto y asi disminuir el dolor postoperatorio. Los efectos bio-
l6gicos producidos por un laser dependeran de la longitud de
onda, frecuencia, duracion de la exposicion y la densidad de
energia; en cuanto al tejido irradiado, dependeréa de su absor-
cion, reflexion, transmision y dispersion®2.

Moritz y cols., demostraron disminucion de la carga bacteriana
de E. faecalis y E. coli en un 99,64%, 99,16% y 99,05% con
laseres de Er:YAG, Nd:YAG y Ho:YAG respectivamente. La
eliminacion bacteriana de los conductos radiculares aumenta
la tasa de éxito de los tratamientos endodénticos®.

Actualmente se tiende mas a la utilizacion del laser Er:YAG
debido a la necesidad de utilizar menor energia consiguiendo
los mismos resultados.

Noiri y cols.,* utilizaron el laser de Er:YAG en la erradicacion
de biofilms de reconocidas bacterias que provocan patologia
endodontica, utilizando una energia entre 20 - 80 mJ (J/cm2).
En los valores de 20 mJ la reduccién bacteriana fue escasa,
pero en 40 y 80 mJ la reduccion de E. faecalis fue estadistica-
mente significativa.

Bergmans y cols.,* comprobaron el efecto antimicrobiano del
laser de Nd:YAG sobre bacterias inoculadas (no biofilms) en
dientes. De hecho, cuando en este estudio se formaron biofilms
de E. faecalis la reduccion bacteriana se redujo, disminuyendo
su efecto antimicrobiano. Se utiliz6 laser de Nd:YAG con una
energia de 100 mJ., proporcionando unos datos de muerte de
E. faecalis en un 99,7%. Por supuesto, mas estudios son ne-
cesarios sobre biofilms para comprobar la eficacia del laser,
pero este estudio nos deja ver que el de Nd:YAG es un buen
suplemento a los protocolos de irrigacion para la desinfeccién
de los conductos radiculares en endodoncia.

USO DE LA TERAPIA FOTODINAMICA
EN LA ELIMINACION DE BIOFILMS

El uso de terapia fotodindmica en la eliminacion de biofiims
intrarradiculares junta dos aspectos de reciente aparicion en
los estudios en terapia endoddntica; pocos estudios han sido
publicados relacionando estos dos aspectos.
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La terapia fotodinamica aparece en los afios 80 en medicina,
como tratamiento para erradicar células premalignas y estados
iniciales de cancer, reduciendo el tamafio de la masa de células
tumorales. La palabra fotodinamia puede explicarse como los
efectos de la activacion de la luz sobre organismos vivos. La
terapia fotodinamica es una nueva estrategia en la eliminacién
de los microorganismos, que se compone de un fotosensibili-
zador y una fuente de luz; al excitar mediante luz el fotosensi-
bilizador, a una determinada longitud de onda, éste reacciona
con las moléculas de oxigeno, provocando la formacion de
moléculas de oxigeno activadas muy reactivas, que inducen
la lesion y muerte bacteriana, provocando dafios sobre molé-
culas celulares como proteinas, membranas lipidicas y acidos
nucleicos.

Vaziri y cols.,* estudiaron el efecto de la terapia fotodinamica
y la terapia fotodinamica combinada con la irrigacion con 2,5%
de NaOCI sobre la eliminacion de E. faecalis como bacteria
plancténica, no como formadora de biofilm. Los datos que
arroja el estudio es una eliminacion completa de la bacteria
cuando se utilizan juntos NaOCI 2,5% + terapia fotodinamica,
siendo incapaz de eliminar la bacteria por completo la terapia
fotodinamica utilizada solamente.

Garcez y cols.,*” sobre el efecto de la terapia fotodinamica
en biofilms de Pseudomonas aeruginosa y Photorhabdus
luminescens, confirmaron una mayor reduccién de la carga
bacteriana del biofilm cuando se utiliza juntos con las técnicas
convencionales de desinfeccion de conductos (P<0.05), impi-
diendo a su vez el crecimiento de los microorganismos tras
24 h del tratamiento (P<0.0001).

MEDICACION INTRACONDUCTO
CONTRA BIOFILM

El uso de medicacion intraconducto en endodoncia ha sido
estudiado y utilizado con el fin de reducir la carga bacteriana
de los conductos entre sesiones en procesos necroticos, asi
como en tratamientos de apicoformacion para inducir el cierre
apical y en procesos de revascularizacion en dientes inmadu-
ros con apices abiertos. En la valoracion de medicacion intra-
conducto contra biofilms, existen reducidos estudios.
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Ordinola-Zapata y cols.,*® compararon hidréxido de calcio, gel
de CHX 2% y pasta triantibiética como medicacion intracon-
ducto en la eliminacion del biofilm intrarradicular dejando actuar
cada sustancia siete dias. Ninguno de los medicamentos mos-
tr6 una eliminacion completa del biofilm.

Saber y cols.,*® compararon la susceptibilidad del biofilm de
E. faecalis a algunas sustancias utilizadas como medicacién
intraconducto: fueron utilizados: amoxicilina + &cido clavula-
nico, ciprofloxacino, clindamicina, doxiciclina e hidroxido de
calcio. Ninguna sustancia fue capaz de eliminar por completo
el biofilm de E. faecalis; los peores datos fueron los del grupo
del hidréxido de calcio, con un 0% de bacterias del biofilm eli-
minadas (0% colonias eliminadas). El hidroxido de calcio
vuelve a obtener los peores resultados; como se dijo con an-
terioridad, esto puede ser explicado debido a la necesidad de
desorganizacion previa del biofilm por acciéon del NaOCI.

CONCLUSION

Esta revision bibliografica nos ayuda a comprender cémo de-
bemos centrarnos en la eliminacién de los biofiims y no de
bacterias aisladas; los estudios hasta hace poco tiempo se
centraron en la eliminacion de bacterias y no de conjuntos
bacterianos de biopeliculas.

El E. faecalis es la bacteria principalmente relacionada con el
fracaso endoddntico, poseyendo muchos factores de virulencia
y una resistencia mediada por la formacion de biofilms. Una
adecuada irrigacion con NaOCl y el uso de quelantes del calcio
como EDTA mejorara sobremanera la erradicacion bacteriana
dentro de los conductos. La activacion de la irrigacion mejora
la desinfeccion, y el uso de técnicas nuevas como el laser y la
terapia fotodindmica nos acercaran a la maxima desinfeccion.

El estudio de los biofilms en endodoncia es un tema relativa-
mente nuevo, donde se basaran futuros estudios destinados
a comprobar cual es la mejor manera de conseguir la erradi-
cacion de los mismos.
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