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RESUMEN

El objetivo fue observar por Microscopia Electronica de Barrido la presencia de mucositis de la biopelicula in vitro, adherida a los im-
plantes de zirconio. Se usaron dos cepas desecadas (Estreptococos oralis, y Actimyces naeslundi), que fueron activadas en caldo nutritivo,
incubadas a 37 °C durante 48 horas en condiciones de anaerobiosis. Posteriormente se repicé 1ml de cada una de las siembras, en un
tubo de ensayo con el mismo medio y en igualdad de condiciones. Luego, se colocé 1 mililitro de la mezcla (biofilm), en una capsula de
Petri con Agar Mitis Salivarius, y un implante de zirconio sobre la siembra. La operacién se repitié en un nimero total de 10 cdpsulas de
Petri y diez implantes de zirconio. Las observaciones realizadas por Microscopia Electrénica de Barrido dieron ntimeros significativos
de unidades formadoras de colonias adheridas a los implantes, para los Estreptococos oralis y los Actinomyces naeslundii. La estructura de
la biopelicula observada sobre los diferentes implantes de zirconio fue similar, mostrando en todos los casos una verdadera asociacion
bacteriana entre ambas especies utilizadas. Se infiere que la biopelicula desarrollada sobre los implantes de zirconio in vitro es similar a
la formada in vivo.
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ABTRACT

The objective of this work was to observe by Scanning Electron Microscopy the presence of mucositis of the biofilm in vitro, attached to the
zirconium implants. Two dried strains (Streptococcus oralis and Actimyces naeslundi), which were activated in nutrient broth, incubated at 37 °
C for 48 hours under anaerobic conditions were used. Subsequently, 1ml of each one of the sowings was chirped in a test tube with the same
medium and under equal conditions. Then, 1 milliliter of the mixture (biofilm) was placed in a Petri dish with Mitis Salivarius Agar, and 1
zirconium implant was placed on the seeding. The operation was repeated in a total number of 10 Petri dishes and ten zirconium implants.
The observations made by Scanning Electron Microscopy gave significant numbers of colonies forming units adhered to the implants, for
Streptococcus oralis and Actinomyces naeslundii. The structure of the biofilm observed on the different zirconium implants was similar,
showing in all cases a true bacterial association between both species used. It is inferred that the biofilm developed on zirconium implants
in vitro is like that formed “in vivo”.
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INTRODUCCION

La biopelicula oral estd considerada como sistema
complejo conformada por una matriz de polisacaridos,
y acttia como agente etiologico de las enfermedades
bucales més frecuentes. Las mismas, estan relaciona-
das con la formacién de una biopelicula y diferentes
asociaciones bacterianas. Dichas agregaciones en algu-
nos casos se producen por competencia de los nutrien-
tes, en otros casos, por mensajes de sefiales quimicas

(“quorum sensing”), que envian unas bacterias a otras,
de la misma o diferente especie (1). Entre los coloniza-
dores iniciales de la periodontitis y la periimplantitis,
se encuentran las especies de Actinomyces, Neisseria,
Prevotella, Streptococcus y Veilonella. Los colonizadores
secundarios como las fusobacterias, se coagregan a al-
guno de los colonizadores iniciales haciendo de puen-
te para la aparicién de otras especies bacterianas de
alto potencial patégeno tales como el Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tan-
nerella forsythia. (2, 3)

En los dltimos afios, con la utilizacién de dife-
rentes materiales de elaboracién de los implantes
dentarios (titanio, zirconio, polieter-etercetona),
ciertas bacterias pueden cambiar su fenotipo, o bien
inducir a las agregaciones bacterianas, a través de
los deslizamientos sobre los diferentes sustratos
(“glidding”) (1,4). Estas asociaciones bacterianas son
muy frecuentes en la periimplantis, cuya primera
manifestacion clinica es la mucositis. En este estadio
es habitual la presencia de Streptococos y Actinomy-
ces, que se asocian frecuentemente formado una
especie de marlo de choclo denominado “corn on
the cobs”, constituyendo una verdadera malla o bio-
pelicula en la cual podran quedar atrapadas otras
bacterias patégenas, tal como la Porphyromonas gin-
givalis, que dard paso a una respuesta inflamatoria,
evolucionando luego, hacia una periimplantitis con
produccién de pus, y destruccién de las fibras del
tejido periodontal (4, 5, 6). Las formas cocoideas y
Actinomyces se adhieren con frecuencia a diferentes
implantes de titanio, favorecidas por la estructura
quimica y fisica, pudiendo ser causa de mucositis.
Sin embargo, atin no se ha reportado la presencia de
Actinomycosis sobre los implantes de zirconio. Tal
como se expreso en algunos trabajos cientificos Lin
et-al (7), el mencionado material, podria reunir ex-
celentes propiedades quimicas, fisicas, microbiolo-
gicas y de adaptacion a los tejidos periimplantarios,
para ser utilizado en la elaboracién de implantes
dentarios para humanos.

El objetivo de este trabajo fue observar por Micros-
copia Electrénica de Barrido (MEB) la presencia de la
biopelicula de mucositis “in vitro”, adherida a los im-
plantes de zirconio.

MATERIALES Y METODOS

El disefio metodolégico aplicado fue de tipo expe-
rimental transversal. Para este trabajo se utilizaron 10
implantes de zirconio, elaborados a rosca y de igual
medida y pertenecientes al mismo lote. Para el anali-
sis microbiolégico se activaron dos cepas bacterianas
del biofilm oral (Streptococcus oralis y Actimyces naes-
lundi). Cada una de las muestras fue colocada en un
tubo de ensayo conteniendo 10 ml de caldo nutritivo
cada una. Fueron incubadas a 37 °C durante 48 horas
en condiciones de anaerobiosis. Luego, se extrajo 1 mi-
lilitro (ml) de la cepa de Streptoccus oralis activada, y
1 ml de la siembra con Actinomyces naeslundi y fueron

mezcladas en otro tubo de ensayo estéril, con caldo
nutritivo, siendo incubadas en igualdad de condicio-
nes que el caso anterior para obtener una biopelicula a
partir de este repique. Luego se procedié a la siembra
de la biopelicula, para lo cual se prepararon 10 cap-
sulas de Petri con Agar Mitis Salivarius, inoculando
en cada una de ellas 1 mililitro (ml) de la suspensién
que contenia ambas cepas activadas. Posteriormente
se realiz6 una siembra por diseminacion sobre el agar,
con espatula de Drygalsky. Sobre dicha superficie se
colocé un implante de zirconio en cada una de las pla-
cas. Las mimas fueron incubadas a 37°C durante 48
horas, en condiciones de anaerobiosis. Posteriormente
Los implantes fueron retirados de las capsulas de Petri
con una pinza estéril, y sometidos a secado a través de
punto critico. A continuacidn, se orificaron los mismos
con el material organico, para ser observados en un
Microscopio Electrénico de Barrido modelo Quantum
200. Para el conteo de las UFC/ml de cada uno de los
implantes, se utiliz6 el sistema EZEIMAGE. Los da-
tos obtenidos, fueron cargados en el programa Excel
y analizados por la prueba de varianza, considerando
como significativo p < 0.05.

RESULTADOS OBTENIDOS

Fueron registradas las medias de las UFC/ml de
los Streptoccus oralis y Actinomyces naeslundi, a partir de
la biopelicula adherida en cada uno de los implantes.
El resultado final fue estadisticamente significativo,
siendo p<0,005 para los Streptoccus oralis, e igual re-
sultado para la adhesién de las UFC/ml del Actinomy-
ces naeslundi presentes en cada implante de zirconio
(Figl). En cuanto a la estructura del modelo reprodu-
cido in vitro de la biopelicula desarrollada sobre los
diez implantes de zirconio, fue similar, resultando una
relacion de 1/8 en relacién a la asociaciéon entre ambas
especies bacterianas.

Como puede observarse en la Fig. 2las flechas ne-
gras muestran el mayor y menor namero de UFC/
ml de Actinomyces observadas sobre los implantes
de zirconio, mientras que las flechas moradas sefialan
la mayor y menor cantidad de UFC/ml cuantificadas
de Actinomyces spp. Sobre los implantes estudiados.
De acuerdo a los resultados obtenidos se indica que
no hubo una marcada diferencia entre las UFC/ml de
Estreptococos orales observadas en los diez implantes
de zirconio, ni mayores variaciones de UFC/ml de Ac-
tinomyces spp. Entre los implantes del material antes
mencionado. Sin embargo, se registra un importante
incremento en el ntiimero de UFC/ml de Actinomyces
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Figura 1. El grafico lineal muestra las UC/MI de Estreptococos orales y de Actinomyces Spp. Obtenidos a partir de la biopelicula” in vitro”,

observados por MEB en los diez implantes de zirconio analizados

Bicfilm prof rosca 5 25.0kV x1000 10pym +————

Figura 2. Microfotografia obtenida por Microscopia Electrénica de Barrido de biofilm desarrollado sobre un implante de zirconio. La flecha roja
continua indica formas cocoideas adheridas a bacterias filamentosas, inmersas en material de arrastre. Magnificacién 1000 X.

spp. con respecto a las UFC/ml de Estreptococos ora-
les cuantificadas. Al procesar los datos numéricos de
las UFC/ml entre las dos especies bacterianas la prue-
ba de varianza arrojé un ntimero estadisticamente sig-
nificativo siendo p<,05.

DISCUSION
Tal como refiere Cassia Miereles Rodriguez (5), el zir-
conio tiene una baja predisposicion a la adherencia de

las diferentes especies bacterianas, debido a las caracte-
risticas fisico-quimicas que presenta dicho material.

En coincidencia con Fernandez (8) y Linet-al (7);
se observé que luego de la colocacién de un implante
de zirconio, las bacterias inmediatamente colonizan el
espacio peri-implantario, actuando como las especies
dominantes los géneros Streptococcus y Actinomices.

Los resultados de este trabajo son similares a los obte-
nidos “in vitro” por Egawa et al (9) y do Nascimento et al
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(10), quienes reportan la presencia de Streptococcus orales
y Actinomyces adheridos sobre implantes de zirconio.

La discrepancia o “gap” entre los diferentes mate-
riales de elaboracién de implantes dentales, se estima
que varia entre 1-10 y 49 micrémetros (um). Sin em-
bargo, en todos los casos, hubo colonizacién bacteria-
na (9, 10).

Estudios “in vitro” sobre la respuesta de la forma-
cién de la biopelicula sobre zirconio indican que no
hubo diferencia significativa en la maduracién del
biofilm, pero si vari6 la estructura tridimensional de
los mismos, observando un cambio fenotipico de los
Streptococcus oralis (10, 12).

Cualquiera sea la estructura de estas biopeliculas,
todos pueden predisponer al fracaso de los implantes,

o inducir a los tejidos subyacentes al mismo, a una res-
puesta inflamatorio o infecciosa como la mucositis o
periimplantitis.

CONCLUSION

De los resultados obtenidos se infiere que la bio-
pelicula observada es similar a la presente en los ca-
sos de mucositis “in vivo”. Lo cual indica, que, si bien
el zirconio presenta muy buenas propiedades fisicas
y quimicas como posible material de elaboraciéon de
implantes dentarios, habria que reformular el anélisis
sobre la posible y frecuente adhesiéon microbiana so-
bre el sustrato antes mencionado, para prevenir cier-
tos cuadros inflamatorios o infecciosos tales como la
mucositis en los tejidos periimplantarios.
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