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1.- INTRODUCCION:

La observacion de los microorganismos en forma de biofilm es tan antiguo como la Microbiologia en general, y la
microbiologia médica en la que ahora es totalmente aceptada, debido a su asociacion con distintas infecciones, como lo
son las infecciones endoddnticas’.

La estructura del biofilm nos explica porque los microrganismos han sobrevivido durante miles de afios, es gracias a esa
estructura, que actia como una barrera mediante la cual los microorganismos adquieren protecczién y sobreviven a los
ataques del ambiente exterior, incluyendo antibiéticos, o el propio sistema de defensa del huésped”.

2.- TEORIA:

Justificacién: Sabiendo que el biofilm puede presentarse bajo ciertas condiciones en infecciones endodoénticas y debido a
las caracteristicas propias del biofilm asi como de su capacidad de resistencia, es importante su estudio, que en su
mayoria han sido orientados a su eliminacion o disgregacion®.

Sin embargo, hay estudios recientes en los que se ha llevado a cabo la caracterizacién de sus componentes organicos in
vivo, en los que se ha reportado un elevado porcentaje de celulosa, por lo que es importante el estudio de sus componentes
mayoritarios y reproducir la formacion de celulosa, a través de un modelo in vitro para que de esta manera sea posible el
estudio de su disgregacion®.

Pregunta de investigacion: ¢ Es posible identificar celulosa procedente de un biofilm in vitro de E. faecalis mediante
Espectroscopia Vibracional Raman?

Objetivo General: Identificar celulosa mediante Espectroscopia Vibracional Raman de biofilm de E. faecalis in vitro.

Objetivos especificos:
e Formacion de biofilm monoespecie in vitro con E. faecalis de cepa silvestre por medio de flujo continuo.
e Analisis del biofilm mediante Espectroscopia Vibracional Raman.
e Observacion del biofilm mediante Microscopio Electrénico de Barrido.

Disefio del estudio: Experimental in vitro.

Criterios de seleccion:

Inclusidn: Exclusion: Eliminacion:
Raices de dientes humanos de Raices calcificadas Separacion de instrumento
reciente extraccion Raices con apices abiertos Raices con dos conductos
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Variables:

@ @)

Independiente: Formacion de biofilm in vitro

Definicion Conceptual: Comunidades de microrganismos
monoespecie y multiespecie embebidos en una matriz de
exopolisacaridos

Definicion Operacional: Elaboracion de un sistema de goteo
flujo continuo para la elaboracion de biofilm en apices de
dientes extraidos

Escala de medicién: Categdrica nominal

Dependiente: Identificacidon de celulosa

Definicion conceptual: La celulosa es un biopolimero lineal
B- (1-4)-D-glucopiranosa.

Es la fuente de carbono renovable mas abundante en

la naturaleza

Definicion operacional: Obtencion de espectros mediante
Espectroscopia Vibracional Raman.

Escala de medicién: Categdrica nominal

Consideraciones Eticas: En el manejo de los residuos generados se siguieron los criterios de los residuos peligrosos
biolégico infecciosos (RPBI) de acuerdo a la NOM-052-SEMARNAT-1993 y NOM-087-SEMARNAT SSA1-2002.
En base a lo anterior, el presente proyecto fue aprobado por el comité de ética en investigacion de la Facultad de

Estomatologia de la UASLP con la clave CEI-FE-060-015

3.- PARTE EXPERIMENTAL:

Materiales y Métodos: Se utilizaron 40 raices de dientes humanos de reciente extraccion, las cuales se esterilizaron para
su posterior utilizacion, en estas piezas se formé biofilm por flujo continuo con cepas silvestres de E. faecalis; esto se
realizé simultdneamente en condiciones anaerobiosis como en un ambiente de aerobiosis en la camara de flujo laminar,
para lo cual se sigui6 la metodologia reportada por Gonzalez y col. 2014.

El sistema de flujo continuo se mantuvo durante 14 dias, para la formacion del biofilm, posterior a esto se analizaron las

muestras.

P
Imagenes representativas del tercio apical de las muestras radiculares, previo a la formacion de biofilm, y posterior
a la formacion de biofilm, tanto en anaerobiosis como en aerobiosis, para la observacion de sus caracteristicas macroscopicas.
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Las mediaciones se realizaron con un microscopio 6ptico (LEICA DMLM) que se encuentra integrado al sistema micro-
Raman de Renishaw, modelo 1000B

Para iniciar la toma de espectros se realizé una calibracién del sistema micro-Raman usando como referencia la banda de
silicio cristalino en 520 cm -1. °

La longitud de onda del laser de excitacion fue de 830nm (cercano infrarrojo) y fue dirigida hacia la muestra utilizando el
objetivo 50X del microscopio incorporado al sistema Raman. La potencia del laser sobre la muestra fue de 12.5 mW, con
un tiempo de exposicion de 30 segundos sobre la muestra®.

En promedio 10 espectros fueron tomados para cada una de las muestras de ambos sistemas (aerobio y anaerobio) en un
rango espectral de 100-2000 cm-1

Los espectros obtenidos fueron corregidos en su linea base, con el fin de eliminar la contribucién de la fluorescencia. Asi
mismo se descarto el espectro de dentina como composicion quimica del biofilm.’
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Aleatoriamente 4 piezas fueron seleccionadas para ser observadas al Microscopio Electrénico de Barrido, de las cuales 2
correspondientes al grupo de anaerobiosis y 2 al aerobiosis.
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4.- RESULTADOS:

Las imagenes obtenidas mediante Microscopio Electrénica de Barrido, pudieron evidenciar la presencia de un biofilm sélido,
en amabas condiciones ademas por medio de Espectroscopia Vibracional Raman, se pudo demostrar que la celulosa es
el componente mayoritario de este biofilm.

5.- CONCLUSIONES:

En este proyecto, fue posible reproducir a través de un modelo de formacioén in vitro un biofilm sélido, que posee las mismas
caracteristicas tanto morfolégicas, como estructurales independientemente del ambiente anaerébico o aerdbico en el cual
sean formados, ya que se logré identificar que ambos presentaron celulosa como componente mayoritario.
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