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RESUMEN

Antecedentes: Los aparatos de ortopedia u ortodoncia son elaborados
generalmente de resina acrilica, material universal, el cual forma una superficie
solida que se encuentra en contacto con la mucosa bucal del paciente portador.
Esta superficie presenta defectos, la cual aunado a factores tanto locales como
sistémicos, contribuye a la retencion de microorganismos.

El cuidado de la boca, en cualquier circunstancia, es muy importante. Una buena
higiene y cuidado de nuestros dientes y encias nos permitira disfrutar de una salud
oral adecuada. Esta afirmacion es mas relevante cuando somos portadores de
aparatologia de ortopedia u ortodoncia. Los aparatos de por si son retentivos, la
cual cosa significa que se podra acumular mayor cantidad de alimentos por mas
tiempo creando una mayor predisposicion a las caries, a las enfermedades de las
encias y mucosa oral debido también a otros cofactores, como un pH acido,
ingesta aumentada de carbohidratos, diversas enfermedades sistémicas y
tratamientos farmacoldgicos

En el presente estudio se analiz6 las caracteristicas de la adherencia de candida
albicans en muestras de resina acrilica (Polimetilmetacrilato) de autocurado usada
para la elaboracion de los aparatos de ortopedia u ortodoncia, con un pre
tratamiento de 2 horas con diferentes agentes desinfectantes que son Xilitol al 1%,
Xilitol al 5% y Clorhexidina al 0.12% se inocularon a dos tiempos de 24hrs y 48
hrs. La adherencia del microorganismo se evalué por medio de microscopia de
barrido.

De los datos obtenidos se compararon: la superficie del polimetiimetacrilato, las
caracteristicas de la adherencia de Candida albicans y la cantidad de levaduras
adheridas en los tres tipos de soluciones desinfectantes.

Objetivo: Analizar mediante microscopia electronica de barrido (MEB), la
adherencia de Candida albicans in vitro, sobre muestras de resina acrilica de
polimetiimetacrilato usadas para bases de dentaduras, las cuales fueron
procesadas con tres diferentes técnicas.

Metodologia: Se elaboraron 24 muestras de resina acrilica con pre tratamiento
con tres soluciones desinfectantes, y un grupo control en las cuales se inocul6
Candida albicans in vitro durante 24 y 48 h; dichas muestras se observaron
mediante MEB de donde se obtuvieron fotografias a un aumento de 750x, 1,500x
y 5,000x, las cuales se utilizaron como panoramica, conteo de blastoconidios y
detalle, respectivamente. Resultados y discusion: La resina pre tratada con xilitol
al 1% presenta poros de 1 a 2 micras de diametro, a 24 h de inoculacion se
observan blastoconidios y formacion de seudomicelio mientras a 48 h hay
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numerosas ceélulas en gemacién y en el grupo control se presentan hifas. En los
tratados con clorhexidina al 0.12% hay poros y mayores irregularidades que
muestran un deterioro mayor al ser tratado con esta solucion, a 24 h los
blastoconidios tienen forma irregular con colapso en su superficie en tanto a 48 h
existen un gran numero células seudomicelios, gemaciéon y las células siguen
presentando irregularidades. En el pre tratado con xilitol al 5% hay poros de 1 a 5
micras, a 24 h hay seudomicelios y células en gemacion, tanto que a 48 h la
formacion de seudomicelios es mayor en el grupo control existiendo hifas.
Conclusiones: La resina acrilica que se pre trato con xilitol al1% presenta la
superficie con menos defectos y el efecto de él xilitol se mantiene aun con la
inoculaciéon de 48hrs hay diferencia significativa en el numero de células
adheridas de 24 a 48 h de inoculacién.

Palabras clave: Adherencia, polimetilmetacrilato, Estomatitis protésica,
Microscopia electronica de barrido.
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Background:The orthopedics and orthodontics devices are generally made
of acrylic. Universal material which formed a solid surface that is found in contact
with mucosa oral of the carrier patient. This surface presents defects that join
factors as local as systematic. It contributes to retention of microorganism.

The care of the mouth in every circumstance is very important, a good hygiene
and a good care of our teeth and gums let us enjoy a suitable oral health. This
affirmation is more revelant when we are carriers of science of devices of
orthopedics and orthodontics. The devices are retentives and it means that it could
accumulate mayor quantity of food for too much time creating a mayor disposition to
cavities, to sicknesses of the gums an mucosa mouth due to different factors such as PH,
increasing intake of carbohidrates, several systematic sickness and pharmacological
treatments.

The current research analizes the characteristics of the attachment candida albicans in
samples of resin acrylic (polimetilmetacrilato) the self-healing is used to elaborate the
orthopedics and orthodontics devices pretreatment of 2 hours with different disinfectants
that are Xilitilo from 1%, Xilitilo to 5% and clorhexidina to 0.12%. It inoculates with two
times of 24 hours. The attachment is evaluated by throwing out microscope.
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I. INTRODUCCION

El cuidado de la boca, en cualquier circunstancia, es muy importante. Una buena
higiene y cuidado de nuestros dientes y encias nos permitira disfrutar de una salud
oral adecuada. Esta afirmacion es mas relevante cuando se es portador de
aparatologia de ortodoncia. Los aparatos de ortodoncia tienen superficies que
pueden servir como reservorios de restos de alimentos y microorganismos, este
hecho puede favorecer la formacion de caries, enfermedad periodontal y el
desarrollo de lesiones en la mucosa oral.

En la mayoria de los casos, la edad ideal para el uso de los aparatos correctores
y otros tratamientos de ortodoncia es entre los 5 y 14 ainos de edad. Edad en la
cual es frecuente que los habitos de higiene bucal adecuado, aunado a la
retencibn de biopelicula microbiana que presentan este tipo de aparatologia,

pueden presentarse diferentes patologias.

De todos los materiales empleados en aparatologia de ortopedia y ortodoncia asi
como superficie de prétesis removible, es el polimetiimetacrilato (PMMA), el que
ha demostrado tener las mejores propiedades como son: No experimentar
cambios de color después de su procesado, tanto en medioexterno como en
medio intrabucal. Poseer buena estabilidad dimensional. Tener una resistencia
mecanica y a la abrasién adecuada para su uso. Ser impermeable a los fluidos
orales, de forma que sea higiénica, sin gusto ni olor desagradable. Ser atoxica y
no irritante para los tejidos bucales, es decir, biocompatible. No presentar
corrosion, ablandamiento ni solubilidad ante los fluidos bucales u otras sustancias
que se puedan encontrar ocasionalmente en la boca. Tener poco peso especifico
y conductividad térmica relativamente alta. Ser faciles de reparar en caso de
fractura. Tener un procesado y manipulacion no complicada en cuanto a técnicas y
equipos, pero también su superficie es susceptible de ser colonizada por multitud
de microorganismos que pueden dar origen a patologias en mucosa que soporta
el aparato de ortopedia. Los defectos pueden ser producidos por errores en el
procesado y una incorrecta manipulaciéon al momento de su elaboracion, como

puede ser una presion inadecuada, falta de homogeneidad en el momento de la
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polimerizacién dando lugar a la apariciébn de poros, y como consecuencia una
disminucion de la resistencia por acumulo de tensiones y dificultad en la limpieza.

En este sentido, la busqueda de agentes limpiadores para la eliminacion de la
biopelicula de la superficie de los aparatos ortodonticos y de ortopedia se han
probado diferentes colutorios con la finalidad de observar su efectividad. Estos
colutorios se han divididos dependiendo sus componentes quimicos y sus
mecanismos de accion en: peréxidos alcalinos, hipocloritos alcalinos, acidos,
desinfectantes y enzimas. La efectividad de estos agentes depende de su
concentracion, tiempo de exposicion y el pH. Dentro del factor tiempo interviene la
concentracion de microorganismos y por lo tanto la concentracién del

desinfectante, asi como el tipo de material de la protesis.

Al respecto, la clorhexidina es el agente antimicrobiano bucal mas usado, efectivo
y documentado en eliminar o disminuir  Streptococos mutans. La eficacia
antimicrobiana de la clorhexidina permite controlar el desarrollo de otras bacterias
orales como son los lactobacilos y en mayor medida contra el desarrollo de

levaduras como Candida albicans.

Por otro lado, el xilitol es un pentitol (QUE ES EL PENTITOL) que se presenta en
la naturaleza en pequefias cantidades, en los hongos, liquenes, algunas frutas y
verduras. Asimismo se forma en el cuerpo humano como un intermediario normal
en el metabolismo de la glucosa en cantidades que varian desde los 5 a los 15
gramos diarios. Es un producto que no favorece el desarrollo de caries ya que no
es metabolizado por los microorganismos que las generan. Por lo que es de
interés estudiar la efectividad de estos agentes antimicrobianos sobre la
adherencia de Candida albicans al polimetiimetacrilato usado en aparatos de

ortopedia.
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Il. MARCO TEORICO.

II.1. POLIMETIL METACRILATO (PMMA).

El inicio de los polimeros acrilicos en odontologia fue después de la segunda
guerra mundial." Desde su introduccion, la resina acrilica a base de polimetil
metacrilato (PMMA) demostré ser un material para bases de prétesis dental,
aparatos de ortopedia bucal y prétesis ortodontica muy satisfactoria ya que su
principal ventaja es ser biocompatible con la mucosa oral, asi como poseer una
facil manipulacion, baja toxicidad, una buena estabilidad dimensional, baja
susceptibilidad a fracturas y recientemente con la modificacion de redes

intercruzadas (cross-linking) se ha mejorado la resistencia al agua.’-2 345,

El colocar un aparato de ortodoncia en la cavidad bucal produce una alteracién en
las condiciones ambientales, ya que impide el efecto mecanico de limpieza
realizado por la lengua y el flujo libre de la saliva que permite la eliminacién de los
microorganismos, favoreciendo la formacion y el depédsito de estos, los que se
acumulan en forma de biopeliculas tanto en las superficies acrilicas como en la

mucosa bucal adyacente.3 6. 7.8

Dicha biopelicula es una acumulacion heterogénea de varios microorganismos
tanto aerobios como anaerobios que dependen de la adhesidén a una superficie,
rodeados de una matriz intercelular compuesta de polisacaridos, proteinas, acidos
nucleidos y lipidos que proveen una estabilidad mecanica a la biopelicula
mediante su adhesion a la superficie formando una red polimérica tridimensional
cohesiva que interconecta y transitoriamente inmoviliza a las células de la

biopelicula® 1% 11,

I.2. Formacién de biopelicula: La pelicula de condicionamiento se forma en la
superficie de biomateriales y de la capa inferior del tejido blando inmediatamente
después de la implantacion, porque los dispositivos biomédicos son rodeados
generalmente por lo fluidos corporales tales como orina, sangre y liquido sinovial.
La adherencia de la levadura es seguida de cerca por la formacion y proliferacion

de biopelicula.
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Para colonizar una superficie, la levadura en forma de blastoconidio debe primero
adherirse a las células del anfitrion o a la superficie del biomaterial que se

encuentra cubiertas de una pelicula de condicionamiento de glicoproteinas.

Los mecanismos de formacion de las biopeliculas son los siguientes:

1) Formacién de una pelicula organica: La superficie del aparato de ortodoncia
presenta a las pocas horas de su insercion en la boca una pelicula organica
constituida por proteinas presentes en la saliva. Estas proteinas (glicoproteinas,
amilasa, IgAs, 1gG, IgM, lipasa, peroxidasa, lactoferrina, lisozima y calcio)
actuarian como mediadores en la fijacidén de la biopelicula bucal a la superficie de

los aparatos de ortodoncia. 2

2) Formacion de biopelicula bucal en la superficie protésica: EI mecanismo de
fijacion de los microorganismos a la superficie en una primera fase es inespecifico,
reversible y se explica por medio de energia de superficie entre los
microorganismos y la base de la prétesis u aparatos de ortodoncia. En estas
interacciones intervienen fendmenos electrostaticos y de hidrofobicidad; en una
segunda fase, el proceso de la adhesion esta mediado por interacciones entre

adhesinas y receptores especificos de los microorganismos.

3) Penetracién y anclaje mecanico en los defectos de la superficie protésica: Este
ultimo punto es particularmente importante en el caso de las protesis elaboradas
con resinas acrilicas, en las que los defectos de la superficie pueden favorecer la
formacién de biopelicula bucal y evitar su remocion.’3

La formacion de la biopelicula se correlaciona con la hidrofobicidad de la célula. La
adherencia de las células es seguida de cerca por la formacion yproliferacion de
biopeliculas. Y dentro de las consecuencias del crecimiento de biopeliculas son, la

resistencia hacia los agentes microbianos y la proteccion contra las defensas del

anfitrion.

Con frecuencia los pacientes portadores de aparatos ortodonticos con base de
PMMA presentan ulceras e infecciones originadas por factores locales: mal ajuste
del aparato ortodontico, falta de higiene, y sistémicos: estados de malnutricion,
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diabetes mellitus, infeccién por VIH, antibidtico terapia prolongada, quimio y
radioterapia que contribuyen a la proliferacion de Candida albicans y su

adherencia a la superficie de la base de PMMA. 4

Los aparatos de ortodoncia con base de PMMA generalmente son elaborados con
una técnica de autopolimerizado ya que los aditamentos mecanicos (ganchos,
alambres, tornillos y brakets) dificultan el enmuflado de la misma. La superficie
interna de dichos aparatos presenta defectos microscopicos (grietas, porosidades

e irregularidades) que son producidos por diversos factores. 4

e Vaporizacién del mondémero no reaccionado, la cual se da cuando la
temperatura de la resina alcanza o sobrepasa su punto de ebullicién
(100.8°C).

e Proporcion inadecuada de polvo-liquido, esto ocurre en algunas regiones
de la resina que contienen mas polvo que otras. Durante la polimerizacion,
estas regiones se contraen mas que otras y tienden a producir vacios.

e La presion inadecuada o insuficiente de la resina en el molde puede
ocasionar porosidades, las cuales no son esféricas, sino que asumen formas
irregulares.

¢ Inclusién de aire durante el mezclado del material.

¢ Resecado del material ya polimerizado.

e Exceso en la velocidad de polimerizado.

Estas irregularidades pueden actuar como depésito de C. albicans, que es
responsable del inicio, progresién y el mantenimiento de la infeccién llamada

estomatitis protésica.

11.3 .Candida albicans

Es una levadura, saprofito y patdégeno oportunista la cual habita en la mucosa
gastrointestinal, oral, vaginal y piel del humano.'* Candida albicans es la levadura

10
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de mayor importancia médica, debido a que la mayor parte de las micosis que se
presenta en el humano son ocasionadas por este microorganismo. Candida
albicans presenta caracteristicas estructurales, de adhesion y factores de

patogenicidad las cuales se relacionan con su capacidad de producir lesiones-1426
11.3.1. TAXONOMIA

Los microorganismos involucrados como agentes etiolégicos de la Candidiasis, se

encuentran actualmente clasificados taxondmicamente de la siguiente forma:
Reino: Hongo

Division: Deuteromycota

Clase: Blastomycetes

Familia: Cryptococcaceae

Género: Candida

Especies: albicans (como la mas frecuente y virulenta) y otras especies®.
Candida albicans es una levadura oportunista y un organismo comensal inofensivo
dentro de la microflora endégena de muchas personas sanas, sin embargo, en
pacientes inmunocomprometidos, este hongo es una causa importante de
infecciones que van desde las micosis superficiales, invasiva, profunda vy
candidiasis sistémica, C. albicans es considerado el mas comun hongo patégeno
humano, y, en general, las especies de Candida son la cuarta causa principal de

infecciones del torrente sanguineo en los Estados Unidos.?7,29:30

1.3.2. MORFOLOGIA

C. albicans suele presentarse como una célula oval levaduriforme de 2 a 4 micras,

con paredes finas; sin embargo, en tejidos infectados también se han identificado
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formas filamentosas de longitud variable, con extremos redondos de 3 a 5 micras

de diametro y seudohifas, que son células alargadas de levadura que permanecen

unidas entre si.3:15.16,

Fig. 1 Blastoconidios de C. albicans en gemacion, formacién de clamiconidio, y con formacién de tubo germinativo. Tomado
de: Serdanaturaleza
Las levaduras o blastosporas son microorganismos eucarioticos, las cuales tienen

reproducion asexual por un proceso de division celular llamado gemacion.

Este proceso de division implica la produccidon de nuevo material celular
proveniente de la superficie de la blastospora. Cuando el brote o yema crece y se
encuentra en su tamano 6ptimo, se suscita la division celular y se forma un septo

entre las dos células’.

La forma filamentosa del hongo hifa, es una estructura microscopica tubular, que
contiene multiples unidades celulares divididas por septos y puede surgir a partir
de blastosporas o de hifas existentes, miden de 5 a 15 micrometros de largo en
su estado maduro. Esta crece continuamente por extension apical inicialmente
como tubo germinativo, seudo hifa y posteriormente como hifa verdadera. “in vitro”
se han observado los factores que regulan la transicion de blastoconidio a hifa,
como lo son las temperaturas que van entre 37°C a 40°C, pHentre 6.5a 7.0y la
presencia de fuentes de carbono y nitrégeno, asi como factores de Transcripcion

Cph1 y Efglp.™ 7 7 ey 16,17
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7,

Fig. 2 Grupos de hifas de Candida albicans. Tomado de: De Wikimedia Commons afio 2005

Un tubo germinal se define como una extensidén filamentosa de una célula
levaduriforme que mide alrededor de la mitad del ancho y tres a cuatro veces el

largo de la célula'®1°.

Fig.3 Tubo germinativo de candida albicans 100x. Tomado de: ASM Microbelibrary ©Stanfford

Clamidoconidio: Son cuerpos celulares grandes de pared gruesa que protege
contra condiciones desfavorables, esta pared contiene 2 capas: una interna de
polisacaridos y la externa con proteinas. Se llegan a presentar cuando se cultivan
en medios especiales como el Agar Harina de Maiz; el clamidoconidio tiene un
diametro de 7 a 17 micras en un estado maduro y se origina en el extremo del
seudomicelio. Es una importante caracteristica morfologica en la identificacion de
Candida albicans.'#16
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- .bi

¢ 3

Fig 4. Clamidoconidias terminales de C. albicans en agar harina de maiz, luego de 48 h de incubacion, 400X

11.3.3. Componentes estructurales

Pared celular: La pared celular es una estructura esencial para todos los aspectos
de la biologia y patogenicidad de C. albicans. Aunque inicialmente fue considerada
como una estructura celular practicamente inerte, actualmente se ha demostrado
que es un organelo dinamico. Los principales componentes de la pared celular
son: glucano, quitina y mananoproteinas. Se han descrito cinco capas dentro de la
pared celular, las cuales son (de adentro hacia afuera): Manoproteinas, 3-Glucan-

Quitina, B-Glucan, Manoproteinas y una capa de fibrillas (Figura 5)

Manoproteinas

B- glucano

=aulaa oo R P
.~ " == <— Manoproteinas
T e

R

4

Fig 5: Diagrama esquematico de la pared celular de C. albicans Tomado de Calderone y Braun 1991.%

Los dos primeros estan asociados con la rigidez estructural, y la mananoproteina
esta implicada a la adherencia a los tejidos del hospedero, y son diferentes en su

expresion, secrecion y localizacion dentro de la estructura de la pared.

La composicién quimica de C. albicans esta representada por 20-40% de

proteinas y 30-50% de polisacaridos, mientras que la proporcion de lipidos es
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variable?®, La fraccién lipidica va a depender de la cepa, edad del cultivo,

condiciones ambientales y del origen de la fuente de carbono?'.

La pared celular de C. albicans estd compuesta principalmente por los
polisacaridos Manano (polimero de manosa), Glucano (polimero de glucosa) y
Quitina (polimero de N-acetil glucosamina). Aunque la sintesis de los
componentes de la pared celular estd dinamicamente influenciada por las
condiciones de crecimiento y por los estadios metabdlicos, en la literatura existen
bastantes datos acerca de la composicién quimica de dicha pared. El polisacarido
manan representa aproximadamente entre 15,2% y 22,9% del peso seco y poco
mas de 40% de los polisacaridos de la pared celular del hongo. El D-Glucan R-1-3
y el D-Glucan B-1-6 constituyen entre 47% y 60% del peso seco de la pared
celular??. Otros componentes han sido reportados, tales como proteinas??23:24.25.26
en cantidades que oscilan entre 6% y 25%, lipidos entre 1% y 7% y Quitina entre

0,6% y 9% del peso de la pared celular?>?’.

Las proporciones de los componentes que constituyen la pared celular de las hifas
y de los tubos germinales es relativamente similar, aunque la cantidad de Glucano

y de Quitina de C. albicans varia de acuerdo con la forma de crecimiento??28,

Estudios ultraestructurales de la pared celular de C. albicans han demostrado una
compleja microarquitectura. La pared tiene un espesor variable y esta compuesta
por varias capas, las cuales se han puesto de manifiesto por diferencias en la

densidad electronica.

El numero de capas y su morfologia varian; esta variacion esta relacionada con
varios factores tales como: la etapa de crecimiento celular, la forma de crecimiento
(como levadura o como tubo germinal), la capa seleccionada para su estudio, el
medio de cultivo empleado para el crecimiento celular y los procedimientos de

fijacion?2,

Las manoproteinas: de la pared celular de C. albicans reconocen receptores
especificos en el hospedero localizados en los componentes de la matriz

extracelular (laminina, entactina, colagena y filamentos de actina), componentes
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del suero (fibrinbgeno y fibrina) y los que se encuentran en las células epiteliales y
endoteliales. La expresion de estas manoproteinas de la pared tiene un papel
importante en la morfogénesis, ademas de ser importantes inmunogenos, capaces

de disparar y modular la respuesta inmune durante la candidiasis. 37 46

Las Manoproteinas de C. albicans estan constituidas por residuos de manosa
unidos entre si por enlaces a-1,6 los cuales unen a la porcidon de proteina a traves
de dos residuos de N-acetil glucosamina (unidos entre si por enlaces (-1,4) con un
residuo de Asparagina y residuos de manosa que se unen a la proteina a través

de residuos de los aminoacidos de Serina y Treonina.??

En el citoplasma se encuentra un nucleo que contiene 7 cromosomas los cuales
estan delimitados por una membrana nuclear, posee ademas un nucléolo rico en
ARN vy organelos citoplasmaticos, como mitocondrias, vacuolas, reticulo

endoplasmatico, aparato de Golgi. %’

La membrana citoplasmatica es una estructura de gran importancia, ya que los
antimicoticos actuan a nivel de la misma, ademas de contener las enzimas
responsables de la sintesis de la pared celular. Esta presenta una doble capa
compuesta por lipidos y posee invaginaciones, que se observan como surcos de
200 a 300 nandémetros de longitud, por 35 a 40 nandmetros de espesor3®49,
Ademas de los lipidos, la membrana citoplasmatica estd compuesta por grandes

cantidades de proteinas y carbohidratos en menor proporcion*!42,

11.3.4. Mecanismos de adherencia.

Adherencia: es un requisito para la colonizacion y un paso fundamental para el
establecimiento de la infeccidn. La fase inicial de la adhesion de C. albicans a los
biomateriales es mediada por factores no especificos (la hidrofobicidad superficial
y fuerzas electroestaticas) y por adhesinas especificas en la superficie del
microorganismo que reconocen ligandos en las peliculas de condicionamiento,

tales como proteinas del suero (fibrinbgeno y fibronectina).

Estudios recientes sugieren que los acontecimientos especificos de la adherencia

se puedan mediar por las proteinas de la superficie de la célula tales como por los
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codificados por los genes de la familia ALS (agglutinin-like sequence) que
codifican para glucoproteinas localizadas en la superficie celular, las cuales
participan en la adhesion de C. albicans a las superficies del hospedero que

producen las proteina de adhesién EAP1.14.30

Candida albicans presenta una serie de factores de virulencia que facilitan la
colonizacion y la infeccion del hospedador. Entre ellos cabe mencionar el
dimorfismo o capacidad del hongo para desarrollar un crecimiento levaduriforme y
filamentoso, el cual favorece la evasién de los mecanismos defensivos del

hospedador.
También existen otros tipos de factores de virulencia, tales como:

1) Adhesinas: que permiten la uniéon de la célula fungica a los receptores del
hospedador o a materiales plasticos utilizados en medicina, como las proétesis y los
catéteres

2) Proteinasas y fosfolipasas: Las cuales corresponden a enzimas que favorecen

la diseminacion por los tejidos del hospedador.

3) Tigmotropismo: que permite encontrar discontinuidades entre las células y

penetrar en los tejidos.

4) Produccién de toxinas y sustancias inmunosupresoras.

11.3.5. MECANISMOS Y FACTORES DE ADHESION
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Posiblemente, uno de los eventos criticos en la patogénesis de las infecciones
producidas por Candida es la capacidad de estos hongos oportunistas,
especialmente C. albicans de cambiar del estado hidrofilico de su superficie

celular al estado hidrofébico 37:38:39.40,

Se considera que, dicho cambio esta relacionado con la patogenicidad y por lo
tanto, se ha pensado que las células hidrofobicas son mas virulentas y se adhieren
con mas facilidad a las células epiteliales y a las superficies plasticas inertes que

las células hidrofilicas.

ADHESINAS: una adhesina se define como una biomolécula que promueve la

adherencia de C. albicans a las células del huésped.

La adhesina principal de C. albicans es una manoproteina que conforma una capa
de fibrillas (dicha capa esta constituida aproximadamente por 85% de
carbohidratos, principalmente manosa), y cuya sintesis se incrementa en medios

que contienen altas concentraciones de galactosa o sacarosa a 37° C.

Se describen proteinas de C. albicans que se unen a varias proteinas de la matriz
extracelular de las células de mamifero, como fibronectina, laminina, fibrinogeno y
colagena tipo | y IV. Existen diferentes tipos de adhesinas en Candida, como Als,

Hwp1p, Int1p y Mnt1p.

Als1 comparte una secuencia con la glocoproteina de adhesion a las superficies
celulares llamada o- aglutinina, indispensable para el reconocimiento célula-

célula.
Int1 tiene un papel importante en la adherencia y filamentacion de C. albicans

La agregaciéon de microorganismos mediada por glicoproteinas puede aumentar
su capacidad de adherirse a los tejidos bucales. Una de estas glicoproteinas
proveniente de la pared celular de C. albicans, permite la unién de esta especie a

la colagena Tipo I.

C. albicans posee dos receptores con alta y baja afinidad para fibronectina. Estos

receptores pueden funcionar como adhesinas que permiten la union de la
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fibronectina del plasma sanguineo, asi como de los péptidos derivados de la

fibronectina.34

Esta claramente demostrado que de las enzimas extracelulares sintetizadas por C.
albicans, las proteinasas acidas son las mas conocidas que cumplen funciones
como adhesinas. Estas enzimas han sido identificadas en diversos tejidos
infectados por el hongo y constituyen como tal, un importante factor de virulencia

del mismo.

Asi mismo, ha sido comprobado que células de C. albicans adheridas al acrilico
de los aparatos de ortodoncia, crecen en mayor grado en medios suplementados
con altas concentraciones de glucosa, galactosa, sacarosa o maltosa que en

medios con bajas concentraciones de glucosa.

Esta observacion tiene gran relevancia, si se toma en consideracién el hecho de
que las dietas ricas en carbohidratos predisponen a los individuos a infecciones
por Candida en cavidad bucal. También se ha podido comprobar que C. albicans
posee una mayor virulencia cuando crece en medios que contienen galactosa que

cuando crece en medios que contienen glucosa.' 23

En otros trabajos, se ha demostrado que después que ocurre la adherencia de C.
albicans a los tejidos, este microorganismo sintetiza nuevas proteinas de
superficie, las cuales van acompafadas por la fosforilacién de la tirosina de

algunas de estas.?* 25

Las proteinasas acidas han sido localizadas en la capa mas externa de la pared
celular de C. albicans a través del microscopio inmunoelectronico, se activan en

zonas donde hay valores bajos de pH y son inhibidas por la Pepstatina A.3°

Estas enzimas tienen la capacidad de danar la membrana celular de las células
del huésped, al degradar los lipidos que la constituyen. La producciéon o no de
estas enzimas pueden ser un importante determinante en la capacidad de los

microorganismos, para producir infecciones invasoras-3¢

Por otro lado los mananos y las manoproteinas despliegan la mas potente

actividad inmunomoduladora, capaz de regular virtualmente todos los mecanismos
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que posee el sistema inmune (células NK, fagocitos, la inmunidad medida por

células y los mecanismos humorales). 4

La Coagregacion: C. albicans como comensal de la cavidad bucal puede
adherirse a proteinas de la saliva y a bacterias de la cavidad bucal para evitar su

eliminacion de esta zona. 2°

En la coagregacion existen interacciones en donde intervienen multiples
mecanismos, se ha observado aglutinacion microscépica y macroscopica de C.
albicans con cepas de Streptococcus S. sanguinis, S. salivarius, S. mutans, S.
mitis, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces viscosus, Lactobacillus amylovorus

y Bacteroides gingivalis.'*

Se han realizado estudios "in vitro"”, donde se ha demostrado que la adherencia
de C. albicans a la superficie de la resina acrilica, puede llevarse a cabo mediante
interacciones célula-célula con Streptococcus mutans en presencia de glucosa y
sacarosa, observandose una coagregacion entre ambas especies a través del
microscopio electrénico de barrido en presencia de sacarosa. No se observd

coagregacion entre ambos microorganismos en presencia de glucosa.3'

C. albicans también puede unirse a S. gordonii y esta interaccion parece ser una
propiedad general para la levadura, ya que numerosas cepas posen la habilidad

de unirse a esta bacteria.

La adhesina de unién que se ha propuesto para esta bacteria es un oligosacarido
complejo. Esto se demostré por experimentos realizados utilizando anticuerpos
contra el oligosacarido de la pared de S. gordonii, el cual inhibe la adherencia este
oligosacarido que contiene ramosa, glucosa, N-acetilgalactoamisamina y N-

acetilglucosamina. 142228

1.4 SISTEMAS DE POLIMERIZACION.
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El polimetiimetacrilato presenta ligeras variaciones segun el proceso empleado en
su polimerizacion: termocurado, autocurado, polimerizacion al microondas vy

moldeado por inyeccion.

1.4.1 Polimetilmetacrilato termocurado.

Generalmente se presenta en forma de dos componentes, polvo y liquido:

El polvo, compuesto de microesferas de polimero polimetiimetacrilato
transparentes o pigmentadas y con el 0,5% de peso de iniciador, generalmente
peroxido dibenzoico. Las propiedades mecanicas se pueden mejorar empleando
copolimeros y metilmetacrilato con cloruro de vinilo y acetato de vinilo.

El liquido, compuesto de mondmero metilmetacrilato volatil transparente. Su punto
de ebullicion es de 100,3 °C, contiene el 0,01% de hidroquinona como
estabilizador. Algunos materiales contienen hasta el 6% de agente entrecruzador,
como el etilenglicoldimetacrilato (EGDMA). Algunos pueden contener 4-META,
elementoque forma una unién quimica entre el acrilico y las aleaciones de los
metales no preciosos para proétesis, disminuyendo asi las tensiones entre los dos

componentes y reduciendo el agrietamiento del acrilico.®

1.4.2. Polimetilmetacrilato autopolimerizable.

Se presenta comercialmente en forma de dos productos uno en forma de polvo y
otro liquido:

El polvo, formado por microesferas transparentes o pigmentadas de polimero de
polimetilmetacrilato (generalmente mas finas que las usadas en el acrilico
termocurado) y el 0,5% de peso de perdxido dibenzoico como iniciador. Varios
materiales incorporan 4-META como agente de promocion de la adhesién a los
componentes metalicos de los aparatos dentales, especialmente de aquellos
confeccionados en acero inoxidable, cromo-cobalto, cromo-niquel o aleacién de

plata.
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Los polimeros para bases de ortodoncia contienen generalmente el 5-20% de
polietii o butilmetacrilato o en otros casos poliestireno o poli (2-etil-hexil-
metacrilato).

Estos polimeros se afiaden para mejorar las propiedades antidesplome de estos
materiales durante su manipulacion.

El liquido, compuesto de mondémero de metilmetacrilato volatil transparente que
contiene el 0,01% de hidroquinona como estabilizador y hasta el 2% de un
activador quimico como las aminas terciarias dimetil-p-toluidina o dihidroxi-p-
toluidina. También pueden usarse como activadores los derivados del acido
sulfarico.58

1.4.3. Polimerizaciéon en microondas.

El material es polvo de polimetiimetacrilato con peroxido dibenzoico como
iniciador; y mondmero de metilmetacrilato estabilizado con cantidades reducidas
de amina terciaria como activador.

Para la confeccién de las protesis se emplean muflas (moldes) de elementos
poliméricos reforzados con fibra y una escayola dental modificada. El procesado
es mas rapido y la base de la prétesis resultante contiene menos mondmero
residual y porosidades que la base tradicional termocurada. Por contra sélo se
puede emplear para la confeccion de las protesis que no tengan elementos
metalicos.58

1.4.4. Moldeado por inyeccion.

La resina se presenta en forma de cartuchos de copolimero de metacrilato
termoplastico rosa o transparente. Los cartuchos son calentados para convertir el
copolimero en una masa plastica que se inyecta en el molde o mufla por medio de
dioxido de carbono a una presion de diez atmésferas, y la presion se mantiene
hasta que el copolimero se ha enfriado.

Estos materiales presentan una alta resistencia y oposicién a la fractura por su
homogeneidad y su elevada densidad. Como no se emplea monémero para el
procesado no puede quedar mondmero residual con lo que evitamos posibles
irritaciones de la mucosa donde se asientan la aparatologia. Los copolimeros
muestran una absorcion de agua minima y buena estabilidad dimensional a largo

plazo.58
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I.5. Adherencia de Candida albicans al acrilico de los aparatos de ortodoncia

y ortopedia.

La adherencia de las especies de Candida a las superficies plasticas es mediada
por fuerzas de atraccion de London-van der Walls (fuerzas hidrofébicas y fuerzas
electrostaticas). Asimismo, la habilidad de las especies de Candida para adherirse
a las superficies de acrilico de las prétesis, puede conferirle a estos

microorganismos un acceso directo al hospedero humano.5*

Una investigacion realizada por Edgerton et al, determin6 que la saliva producida
por las glandulas salivales sub-mandibulares, sub-maxilares y sub-linguales
humanas, formaba una pelicula adquirida sobre la superficie de la proétesis
dentales, favoreciendo la adherencia de C. albicans a la superficie de acrilico
(polimetilmetacrilato) de las mismas. Estos investigadores identificaron en la
saliva, dos glicoproteinas del tipo mucinas (una de alto peso molecular,
denominada MG1 y la otra de bajo peso molecular, denominada MG2), y

sugirieron que las mucinas servian de receptores a ciertas adhesinas del hongo. 33

También se ha comprobado que el Polimero Extracelular es sintetizado por
levaduras de C. albicans aumenta la habilidad de estas de adherirse al acrilico de
las protesis dentales, incrementandose aun mas esta actividad en la cavidad bucal

en presencia de carbohidratos.36:37

Il. 6.SALIVA.

La importancia de la saliva en la adhesién de las levaduras no esta clara. La Ig A
secretora tiende a inhibir la unién de Candida albicans a las células del epitelio
bucal. Resina acrilica tratada durante 30 minutos con una mezcla de saliva
recogida sin estimulacién, tiende a reducir la adherencia de todas las cepas
probadas de Candida albicans (McCourtie et al, 1986). Estos hallazgos estan de
acuerdo con la observacion realizada en monos en los que la colonizacion de

prétesis por Candida aumenta cuando decrece el flujo de saliva.®?

En las prétesis dentales la union de C. albicans esta mediada por componentes
especificos de la saliva o del suero que forman la pelicula adquirida e intervienen,

por tanto, en el inicio de la adhesid, este efecto de la saliva y suero también se
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produce para otras especies de Candida.”® Esta pelicula adquirida también puede
hacer variar la efectividad de los antifingicos.”’

Por otro lado, levaduras preincubadas durante tres horas en una mezcla de saliva
completa mostraron posteriormente mayor adhesion a células epiteliales humanas
y derindbn de embrién humano que aquellas que fueron preincubadas en suero
fosfato (solucidn amortiguadora). Asi mismo una pelicula de mezcla de saliva
sobre células epiteliales humanas aumenta de forma significativa la adhesion de

Candida albicans.*"
11.7. Estomatitis protésica

La estomatitis protésica es una de las presentaciones clinicas de mayor
prevalencia entre las infecciones causadas por Candida albicans, sobre todo en
pacientes inmunocomprometidos, y en pacientes con una serie de factores
predisponentes como el uso de aparatologia ortodontica, protesis dentales,

xerostomia y terapias frecuentes con antibioticos. '°

La estomatitis protésica es una enfermedad muy frecuente entre los portadores de
prétesis removible realizadas con resina acrilica y la prevalencia se cifra entre un
11% y un 67%.

Es mucho mas frecuente en la mucosa palatina que en la mandibular, y empieza
como un punteado rojo diseminado, que progresivamente se torna mas
eritematoso y congestivo para terminar con inflamacion incluso con erosiones en
la mucosa; la sintomatologia suele ser escasa, en ocasiones, los pacientes solo
describen halitosis, gusto desagradable y sequedad en boca; soélo al ulcerarse

pueden provocar dolor y sobre todo ardor. * 14.30

Para el tratamiento de estomatitis protésica existen diversos medicamentos y
sobre todo se utilizan anti fungicos como lo son el fluconazol, nistatina y
anfotericina B; asi como diversos antisépticos como lo pueden ser la Clorhexidina
e hipoclorito de sodio, solo por mencionar algunos.
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I.8. ANTISEPTICOS Y DESINFECTANTES

Dentro de las medidas para controlar la colonizacion de esta levadura y que
puede ser adoptadas por los portadores de aparatos de ortodoncia se encuentran:
rutinas de limpieza tanto de la mucosa bucal como del aparato de ortodoncia y el

uso de colutorios para la remocion de la biopelicula de la base de PMMA. 15 16.28

Una rutina de limpieza puede ser instituida para prevenir y eliminar la acumulacion
de microorganismos y de quitar mucina, restos de comida, de calculo y las

manchas.

La limpieza de la protesis o aparato de ortodoncia puede lograrse mecanicamente
por cepillado, quimicamente mediante el uso de agentes quimicos o por la

asociacion de ambos métodos.

También es importante sefalar que los agentes de limpieza empleados deben
tener la capacidad para disolver depdsitos organicos, no deben ser toxicos o irritar
la mucosa, debe ser estable para el almacenamiento, preferentemente bactericida

y fungicida y debe ser inofensivo para el aparato de ortodoncia. °

11.8.1. Definicidén y generalidades de los antisépticos.

Los antisépticos son soluciones de accién inespecifica y de uso estrictamente
externo, capaces de destruir o inhibir el desarrollo de microorganismos que
habitan o se encuentran transitoriamente presentes en la piel 0 mucosas. Para
lograrlo deben reunir suficiente actividad antimicrobiana en el sitio de accion y una

buena tolerancia local y general.

Los desinfectantes son agentes antimicrobianos que se emplean estrictamente
sobre objetos inanimados o medios inertes ya que son toxicos celulares

protoplasmaticos (con capacidad para destruir materia viva).
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Los antisépticos y desinfectantes se diferencian de los quimioterapicos en:
- La toxicidad sobre los tejidos del huésped (mucho mayor en el caso de los

antisépticos y desinfectantes).

La especificidad de accion: mientras los quimioterapicos son de accion
especifica, los desinfectantes y antisépticos son de accion inespecifica, al producir
alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmatica (efecto mas
frecuente), en las proteinas estructurales y en las enzimas (incluyendo aquellas

que intervienen en la respiracion celular).

- Sustantividad
Se denomina sustantividad a la propiedad de un antiséptico de permanecer activo
en el sitio de aplicacion. Se puede medir de dos maneras:
- Tiempo necesario para que la actividad del antiséptico disminuya hasta un
porcentaje dado (por ejemplo: tiempo en que la actividad del antiséptico disminuye
a la mitad).
- Porcentaje de la actividad antiséptica (respecto de la inicial) que se conserva

luego de un tiempo dado (por ejemplo: 24 horas).

Los productos de limpieza para proétesis o aparatos de ortodoncia se clasifican

como productos de limpieza abrasivos o quimicos.

Entre los agentes quimicos, hipocloritos alcalinos, peroxidos y acidos diluidos
puede ser descrito el uso de clorhexidina para la desinfeccién de prétesis y para
el tratamiento de la candidiasis. Los agentes de hipoclorito para disolver el
material organico, el calculo y mucina, desinfectar los aparatos de ortodoncia y

son buenos para la eliminacion de pigmentaciones.

Por otro lado, estos agentes son corrosivos para los metales y pueden ser
perjudiciales para los aparatos de ortodoncia cuando éstos estan inmersos en por

un largo periodo de tiempo."

En estudios recientes han comparado la efectividad de varios colutorios para la

remociéon de la biopelicula de los aparatos de ortodoncia, y son divididos
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dependiendo sus componentes quimicos y sus mecanismos de accién en:
perdxidos alcalinos, hipocloritos alcalinos, acidos, desinfectantes y enzimas.

La efectividad de estos agentes depende de su concentracién, tiempo de
exposicion y el pH. Dentro del factor tiempo interviene la concentracién de
microorganismos Yy por lo tanto la concentracion del desinfectante, asi como el tipo

de material de la prétesis.?’

Hipoclorito Alcalino: El producto clorado mas utilizado en desinfeccion es el
hipoclorito de sodio. El principio activo es el acido hipocloroso no disociado; el
cual es bactericida para bacterias Gram(+) y Gram(-), fungistatico (especialmente
para Candida albicans) y viricida (incluyendo al virus de la HBV y HIV-1).

Se le clasifica como un desinfectante de nivel intermedio. La minima disociacion
se obtiene entre pH 6 y 8. Se cree que su accidon se basa en la desnaturalizaciéon
proteica.

Actua directamente sobre la matriz organica de la biopelicula y ademas causa la
destruccion de la estructura del polimero del acrilico. El hipoclorito no disuelve el

calculo dental, pero si inhibe la formacion de éste sobre las proétesis.

Aunque es un desinfectante eficaz presenta diversos inconvenientes como son: la
corrosion del metal y aumenta la flexibilidad de los retenedores, lo que restringe su
empleo a aparatos sin componentes metalicos. Por otra parte, estas soluciones
blanquean las resinas acrilicas y su efectividad disminuye cuando aumentan las
concentraciones de material inorganico asi como el efecto de la luz y la
temperatura. Su efecto es rapido, requiriéndose solamente unos pocos minutos de

exposicion 31:32

Acidos: Entre los acidos diluidos encontramos el acido clorhidrico al 3-5% con o
sin acido fosforico y el acido acético al 5% (vinagre blanco casero).

Deben ser utilizados con precaucion debido a su capacidad de producir corrosion
de los metales.

Estas soluciones presentan una eficacia proporcional al grado de disociacion del
acido. Son muy efectivos para eliminar pigmentaciones dificiles que resisten a los
limpiadores tipo perdxido.
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Peroéxidos Alcalinos: Son los limpiadores mas comunmente usados para limpieza
de las protesis, incluyen polvos o tabletas. La liberacion de oxigeno por parte del
peréxido de hidrégeno causa la formacién de burbujas o una accion efervescente
que tiene un efecto de limpieza mecanica sobre la prétesis. Esta accion mecanica
se produce solo durante un periodo de 10 a 15 minutos. Cuando se disuelve en
agua, se convierten en soluciones alcalinas de peroxido de hidrégeno.

La degradacion de peroxido libera burbujas de oxigeno que mecanicamente deja
las dentaduras limpias al entrar en contacto con los desechos.

Tales perdxidos son recomendados para la eliminacion de mucina presente en la
saliva y de alimentos sigue siendo y también puede prevenir la formacion de
manchas y calculo. Se pueden utilizar como agentes antimicrobianos también. Sin
embargo, presentan el efecto adverso de blanqueo de materiales plasticos. 532

El peroxido de hidrogeno actua dependiendo de su concentracion: al 6% se
comporta como esporicida y al 3% es bactericida pero solo ligeramente esporicida.
Otro factor que influye en su actividad es su baja estabilidad, ya que se
descompone en presencia de metales, sales metalicas, calor y agitacion; es

relativamente estable en presencia de exceso de acidos.'” 23
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11.9. CLORHEXIDINA

La clorhexidina es un antiséptico antimicrobiano activo contra bacterias Gram(+) y
Gram(-), bacterias aerobias, y anaerobias facultativas. Se lo utiliza como
alternativa en pacientes en quienes el iodo esta contraindicado y es de aplicacion
tépica como desinfectante.

El uso en el area a desinfectar debe ser lavado durante por lo menos 2 o 3
minutos y posteriormente secado con una toalla estéril. Luego debe repetirse el
proceso por otros 2 o 3 minutos. Se utiliza en mucosa oral como enjuagues con

una duracion de 30 segundos, después del lavado dental.

1.9.1 Propiedades fisicas:

Dentro de sus propiedades fisicas de la clorhexidina se sabe que es una sustancia
antiséptica de accion bactericida, fungicida y que pertenece al grupo de las
biguanidas y se utiliza ampliamente en odontologia en concentraciones de 0,2%,
0,12% y 0,10 % en presentaciones para el uso como colutorio 0 enjuague bucal.

(PerioGard, Colgate Palmolive, New York), gluconato de clorhexidina al 0.12%.

La clorhexidina al ser un clorofenil bisbiguanidina catidnico que se une a las
superficies negativamente cargadas (como lo es la superficie del PMMA). La
clorhexidina suele ser mas efectiva que la nistatina o la anfotericina B para matar
células de C. albicans adheridas.

Y existen algunos estudios realizados por McCourtie y Spiechowez que
demostraron que el pretratamiento del acrilico con clorhexidina reduce la adhesion

de C. albicans*'.

Una prolongada exposicién o uso excesivo del antiséptico, ocasiona pigmentacién

de tejidos duros y tejidos blandos. 32

La exposicion de Candida albicans a la clorhexidina resulta en una pérdida de la
integridad estructural de la célula, disminuyendo la habilidad de adherirse y la

fragmentacién de la pared celular.
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Un notable descubrimiento de la clorhexidina es que esta se adhiere a las
glicoproteinas de la pelicula salival, desprendiéndose lentamente con el paso del
tiempo. 18 21

Otra de las caracteristicas notables de la clorhexidina es que se adhiere a
glicoproteinas salivales en la resina acrilica y se libera lentamente con el tiempo.
El tratamiento de una superficie con clorhexidina es eficaz en la reduccién tanto en
la adherencia y el crecimiento C. albicans cuando se aplica directamente a la

superficie de acrilico.

Dando como resultado la reduccidn en el crecimiento y la adhesion apoya el papel
de la clorhexidina como agente terapéutico potencial en la prevencion y

tratamiento de la estomatitis dental.

La clorhexidina se desarrollé durante la década de 1940 como resultado de una
investigacién que la intencion de buscar un agente antiviral, que observo un
efecto antibacteriano notable.

Caracterizado como una base fuerte, se preparan comunmente como la sal de

digluconato que le confiere una mayor estabilidad y solubilidad en agua. '°

Pero dentro de sus desventajas es el poder presentar sabor desagradable,
alteraciones en el paladar, sensacion de quemazon en la lengua, alteracion del
sabor de los alimentos y pigmentaciones en la superficie dental. Por lo que se ha
buscado una mejor opcién que tenga las mismas propiedades de control en
contra de la pelicula bacteriana, pero sin sus desventajas; uno de los
desinfectantes que se ha estudiado, y que presenta las mismas aplicaciones

clinicas pero sin sus efectos adversos es el xilitol. & 24
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11.10. XILITOL

D-Xilitol: Es un poliol de cinco carbonos (alcohol-azucar de cinco carbonos) que
tiene la capacidad de formar complejos con ciertos cationes, incluidos Cu, Ca, Fe.
Este desplaza a las moléculas de agua de los iones metalicos y la hidratacion de
capas de proteinas. En la naturaleza el xilitol se encuentra en varias frutas y

vegetales, como son: maiz, cascarillas, avena, lechuga, coliflor y hongos.

El contenido de xilitol en frutas y vegetales es bajo, para la produccién en escala
industrial se utiliza la hemicelulosa como materia para separar D-xilosa en estado

puro, con su subsecuente reduccion a D-xilitol 3031, 32

Se usa como un efectivo y seguro agente preventivo de caries. El xilitol es
utilizado en goma de mascar y pasta de dientes. El Streptococcus mutans es el
microorganismos mas asociado con la caries dental por su unién a la pelicula
adquirida del esmalte y sus interacciones directas con los componentes de la
saliva. Se conoce que esta bacteria se aglutina en la saliva utilizando
glicoproteinas en un pH o6ptimo entre 5 y 7.5, S. mutans posee la habilidad de
producir grandes cantidades de polisacaridos intercelulares a partil de la sacarosa,

la cual puede ser convertida a acido lactico.

Sin embargo S. mutans no puede metabolizar al xilitol. La saliva con xilitol es mas

alcalina que la que contiene otros azucares.

Cuando el pH en la boca es mayor de 7, el calcio y el fosfato presentes en la
saliva comienzan a precipitarse dentro del esmalte donde se empacan, ademas el
xilitol incrementa el potencial amortiguador de la saliva, por lo tanto este es capaz
de reducir la habilidad de S. mutans de adherirse a las superficies haciendo mas
facil la remocién de la biopelicula e inhibiendo la coagregacion con otros

microorganismos entre ellos Candida albicans. 1932
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2.9.1. Propiedades fisicas

o Baja viscosidad
« Alta solubilidad
« Baja actividad en agua, lo que da una alta estabilidad microbioldgica

« Alta estabilidad térmica y quimica

Dentro de sus caracteristicas quimicas es el presentar una sensacion de frescura
al disolverse con la saliva, también ha sido utilizada como uno de los principales
substitutos de azucar pero con una gran ventaja al presentar una accion

anticariogénica, al no poder ser metabolizada por las bacterias.?®

En un estudio realizado en la Universidad de Turku en Finlandia indico que el
consumo de xilitol reduce la biota bacteriana que habita en la cavidad oral,
previene la formacién de biofilm, promueve la produccién de una saliva alcalina y

al mismo tiempo disminuye la incidencia de Candidiasis oral. 42

McCourtie y Douglas 7 22 realizaron un estudio en donde los resultados de este
estudio nos indican que Candida spp. Incubada en 500 mM xilitol exhibié una
inhibicion significativa de la adherencia. 2% La ingesta dietética de xilitol nos de
una reducion de Candida en mucosa oral %% e inhibicion de la colonizacion e
invasion de la via gastrointestinal 2"

Ademas, fue descrito la produccion de células gigantes por C. albicans que se
cultivaron en xilitol 28, lo cual se explica por la incapacidad de las células de
levadura a catabolizar o excretar los productos de xilitol que se acumulan en el
citoplasma e inducir un aumento fuerza osmotica y la inflamacién celular.

Tales condiciones podrian ser responsables de la adherencia reducida a través de
una pobre produccion de una capa adicional fibrilar-floculado en la superficie
celular de la levadura 819

Por lo tanto el xilitol es considerado un azucar de cinco carbonos, lo que significa
que es un antimicrobiano, impidiendo el crecimiento de bacterias. El azucar es

formador de acido, y el xilitol es alcalino.
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Todas las otras formas de azucar, incluyendo el sorbitol, otro edulcorante
alternativo popular, son los azucares de seis carbonos, de los que se alimentan las

bacterias y hongos.

La glucosa, libre o combinada, es el compuesto organico mas abundante de la

naturaleza.

Es la fuente primaria de sintesis de energia de las células, mediante su oxidacién
catabdlica, y es el componente principal de polimeros de importancia estructural
como la celulosa y de polimeros de almacenamiento energético como el almidén y

el glucogeno.
El xilitol invierte todos estos efectos destructivos de azucar en la salud oral.

El xilitol no fermenta y por lo tanto no se puede convertir en acidos por las
bacterias orales, por lo que ayuda a restaurar un equilibrio alcalino adecuado para
boca. Este ambiente alcalino es inhdspito para todas las bacterias destructivas,
especialmente en sus peores variedad, Streptococcus mutans. También inhibe la

formacion de placa.

Es importante sehalar que de acuerdo a la literatura y los estudios antes
mencionados en la actualidad la mayoria de los aparatos de ortodoncia preventiva

y correctiva estan elaborados a base de PMMA autopolimerizable.

Las bases de estos aparatos presentan desventajas como son favorecer un
ambiente protegido para los microorganismos y defectos en su superficie que
pueden servir como reservorios, dentro de estos microorganismos uno que tomo
gran relevancia es Candida albicans. La interaccion de C. albicans con otros
microorganismos favorece la formacion de biopeliculas lesionando la mucosa
bucal.

Una de las estrategias para evitar la formacion de la biopelicula es el uso de
colutorios con agentes activos con propiedades antibacterianas y antimicéticas

como son la clorhexidina y el xilitol.?!
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I.11. CUADRO DE REVISION SISTEMATIZADA

Efectos de xilitol y clorhexidina en la adherencia de Candida albicans en la resina acrilica (PMMA) usada en los
aparatos de ortopedia.

Autor, afo

Pais

Poblacién de estudio

Objetivo

Hallazgos

Azmi (2003)27

Saudi

2 grupos, grupo 1 sujetos se
examinaron antes de insertar el
aparato de ortodoncia fija y 2-3 meses
mas tarde. Grupo 2, los sujetos se
tomaron muestras después de 4-36
meses de usar el aparato de
ortodoncia.

El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto del tratamiento
con aparatos ortodoncicos fijos en
el transporte por via oral y la
infeccion  por  Candida en
individuos sanos.

Los resultados del grupo 1 mostré que el uso
de aparatos fijos de ortodoncia durante un
periodo de 2-3 meses resultd en un incremento
significativo en la prevalencia de la candidiasis
oral asintomatica transporte del 12% al 36% (p
<0,05). En el grupo 2, el transporte por
Candida oral fue hasta el 68,7%

U.Hagg (2004)%

China

El grupo estaba compuesto por 27
sujetos, 13 hombres, 14 mujeres
(edad media 15,5 + 2,3 afos).

Evaluar la prevalencia de Candida
y Enterobacteriaceae en un grupo
de adolescentes en terapia con
aparatos fijos de ortodoncia
(FOA).

En conjunto, estos datos implican que la
insercion de un FOA es probable que
promueva el transporte por via oral de las
especies de Candida y coliformes.

G8 kec (2002)™

Alemania

Probetas cilindricas de PMMA se
llevaron en la boca y luego resorbe
con una solucién de cloruro de sodio
0,5-M. La solucidon se analiz6 para
determinar la proteina total, Amilasa,
proteasas totales, inhibidores de la
proteasa, la inmunoglobulina A
secretora, inmunoglobulina G,
peroxidasas, tiocianato, lisozima, y el
contenido de calcio.

Investigar la composicion
cuantitativa 'y la  variacidon
individual de la pelicula salival,
formada en el material base de la
protesis (PMMA).

los componentes antimicrobianos pueden
influir en la colonizacion microbiana de las
bases de las dentaduras y que inhibidores de
la proteasa podria ser significativa para la
propagacion de la levadura Candida albicans
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Montagner, et al (2009) Brasil Sesenta muestras fueron fabricados | Evaluar la accion antifingica de | Los agentes ensayados que contienen
con una resina de curado por calor | diferentes agentes en resinas | hipoclorito sédico o peroxido de hidrogeno 10
(vipi Wave ®; vipi, Pirassununga, SP, | acrilicas de microondas sin pulir | V en su composicidon mostré6 una excelente
Brasil) de acuerdo con las | muestras contaminadas con | accidon antifungica. El agente efervescente
recomendaciones del fabricante. Candida albicans. utilizado de acuerdo con las instrucciones del

fabricante no era eficaz en la eliminacion de las
colonias de C. albicans. Por otra parte, 2% de
solucion de clorhexidina no fue efectivo hasta
la inmersion de 10 minutos.

Rui Ma, et al.(2010)° China Dextranos marcadas | Desarrollar un modelo | Se utiliza para predecir la concentracion

fluorescentemente con masa | matematico para describir | efectiva y el tiempo de penetracion de -
molecular diferente (3 kD, 10 kD, 40 | cuantitativamente el transporte | medicamentos- biopelicula que pueden
kD, 70 kD, 2 000 kD) fueron utilizados | pasivo de macromoléculas dentro | difundirse a través de biopelicula oral.
como una serie de sondas de difusion. | de los biofilms dentales.
Streptococcus mutans, Streptococcus
sanguinis, naeslundii Actinomyces y
Fusobacterium nucleatum se utilizaron
como indculo para la biopelicula
formacion.

Hoehamer FC, et Se utiliz6 una combinacién de 2-D | Identificar los cambios en la C. | Resultados revelan antiflingicos especificos y

al.(2010)® PAGE y MALDI-TOF espectrometria | albicans, fa abundancia de | no especificos inducidos por cambios en la
de masas para dilucidar las | proteinas utilizando la | abundancia de proteinas en C. albicans.
respuestas de adaptacion especificas | electroforesis bidimensional en
y no especificas de ketoconazol, | gel de poliacrilamida y la matriz
anfotericina B y caspofungina en C. | de desorcidon por laser asistida
albicans. ionizacion de tiempo de

exposicion de la espectroscopia
de masas.
Abu-Elteen,(2005)%° Jordania Se investigo in vitro. La adhesion de | Evaluar la adhesion de cuatro | Los carbohidratos de la dieta, podrian

C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata y
C. parapsilosis fue  promovido
significativamente por incubacion en
medio minimo que contenia una alta
concentracion (500 mM) de

especies de Candida a las células
epiteliales bucales (CEB) después
del tratamiento con la mayor parte
de la
comunmente se consumen

representar un factor de riesgo para la
candidiasis oral. La limitacion de su consumo
mediante la sustituciéon de xilitol podria ser de
valor

en el control de la colonizacion por Candida
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fructosa, galactosa, glucosa, maltosa,
sorbitol o sacarosa.

carbohidratos de la dieta se

investigo in vitro.

bucal y la infecciéon. xilitol demostré6 una
reduccion significativa en la adherencia
(p/0.001, relativa la adhesion.

Un Sengln, et al(2004)3" Turquia Doce voluntarios participaron en este | El propodsito de este estudio fue | Como resultado, el uso de una pastilla xilitol
estudio. Antes de la medicion del pH | evaluar la influencia de una | después de un desafio sacarosa puede ser
de la placa, los sujetos se les pidio | pastilla xilitol en el perfil de pH de | una practica conveniente para los pacientes
que se abstengan de cepillarse los | la placa dental de pacientes | usuarios de ortodoncia fija para la prevencion
dientes durante 48 horas y de comer y | ortoddncicos fijos. de futuras caries dentales
beber durante dos horas.

Kauko K, (1975)3%2 Finlandia Tres cepas de Candida albicans Evaluar el efecto del xilitol y el | El cultivo de Candida albicans con presencia
efecto del xilitol con glucosa sobre | de xilitol represento un decrecimiento en el
las tres cepas de Candida | crecimiento de las cepas.
albicans para medir el crecimiento
e inhibicibn del mismo en
presencia de ambos
componentes

Ucar BA.(2006) "7 Venezuela 10 cuadros de resina acrilica (25 x 25 | Evaluar cuatro agentes quimicos | No se observo crecimiento fungico sobre los

x 3 mm) fueron sumergidos en un
medio contaminado con C. albicans.
Luego de lavados, 2 muestras por
cada grupo se introdujeron en
soluciones desinfectantes.

en la eliminacién de Candida
albicans sobre protesis dentales.

especimenes desinfectados con hipoclorito de
sodio y clorhexidina al 2% a partir de los cinco
minutos de inmersion.

CannonRD(1995)*

Nueva Zelanda

Revision bibliografica sobre los
mecanismos de C. albicans para
colonizar superficies bucales.

Revision bibliografica

Candida presenta mecanismo de adherencia
asociados a receptores de complemento,
proteinas de matrix extracelular y residuos
especificos de azucar.

Nikawa H(1997)3

Japon

Tres cepas de Candida albicans, 2
cepas de Candida glabaltra'y 2 cepas
de Candida tropicalis

Determinar el efecto del azucar
saliva y suero en la formacion de
biopeliculas de Candida en
superficies de acrilico.

El crecimiento de las cepas se ve aumentado
en los cultivos con glucosa.
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Gibbons RJ(1989)° E.U Revision bibliografica de articulos Presentar un modelo de adhesion | Las bacterias expresan proteinas ricas en
relacionados a la adhesion bacteriana | bacteriana en tejidos orales prolina que promueve la adhesion a superficies
en superficies orales como la hidrioxiapatita

Ohman SC(1995)8 Suecia 100 personas de 79 afos de edad de Determinar la prevalencia de S. | S. aureus estuvo presente en 5 personas las
la region de Goterborg Aureus, especies de | especies de entrobacteria solo en una'y

enterobacterias y especies de | Candida albicans se encontrd en 9 paciente
Candida con su relacion en | portadores de dentaduray en el 74% de
lesiones bucales en un grupo de | pacientes con estomatitis

personas de 79 afos.

Nikawa H(2000)2 Japén 7 acondicionadores de tejido blandos Determinar la interaccion entre | La colonizacion se vio disminuida en
de marca comercial materiales para dentadura con | materiales tratados con flior

peliculas de saliva y suero en la
adhesién de Candida albicans

Bowen WH(2011)'0 E.U. GST C, GST D, y GST B derivadas de | Determinar el papel de | GST C es absorbida por el esmalte, GST B

S. mutans glucosiltransferasas (GST) | esta relacionada con la adhesién bacteria, GST
derivadas de S.mutans en la | D es la forma soluble
formacion de matriz extracelular
en biopeliculas

Flemming HC(2010)™" Alemania Bibliografia referente a la produccioén Revision bibliografica sobre la | Las ESP son principalmente polisacaridos,
de ESP derivada de microorganismos | formacién de biopeliculas y la | proteinas, acidos nucleicos y lipidos

produccién de sustancias
poliméricas extracelulares (ESP)

Addy et al. 1982 UK 148 adolescentes de 12- a 16- afios Muestra representativa Si se encontré biofilm
con uso de aparatos removibles y fijos
de ortodoncia.

Arendorf and UK 33 Adolescentes de 8- a 17- afios Muestra Representativa Se encontro biofilm

Addy 1985 con aparatologia de ortodoncia
removible con 9 meses de uso.

Ha“gg et al. 2004 Hong Kong 50 casos consecutivos en estudio cohorte Si se encontro biofilm

27 sujetos

Con edad entre

15.5 £ 2.4 afos

Con aparatologia fija con una
duraciéon de 3 meses usando
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-fi-

;

colutorios

Brusca et al. 200754

Aparatologia fija 303 brackets de
diversos materiales como son: 24
metal, 24 cerdmicos y tipo 24 morelli
hechos de composite. Y un grupo
control de 24

Se realiz6 con 48 horas de

Definir la capacidad de
crecimiento y adherencia de los
microorganismos a los diferentes
materiales

Se encontrd que en los brackets la adherencia
de estreptococo mutans no fue modificada en
los tres tipos de brackets mientras que en los
brackets de composite existe un numero mayor
de células de Candida albicans adheridas

incubacion
Arslan et al. 2008 Turquia 72 sujetos ; 42 sujetos tenian Candida | En la muestra tomada con isopo No se encontré placa
y fueron observados. Con una edad
entre 19.8 afios con aparatologia fija
por 12 meses.
Lee et al. 2008 Hong Kong 112 pacientes Studio cohorte No se encontro placa
Se observaron 97pacientes con una
edad promedio de
17.7 afios
Con uso de aparatologia fija de 12
meses sin uso de enjuague Oral
Pithon MM et al. 201265 Brasil 84 pacientes, 2 grupos de 42 cada Experimental, se tom6 muestra de | Hubo diferencia significativa ente los 2 grupos
uno usando 2 tipos de aparatologia saliva, al inicio del tratamientoy a | de p<0.05 en donde has promueve el
42 con has y 42 con hyrax, los 30 dias de uso. incremento de estreptococo mutans y candia
albicans
Muggiano F. et al. 2014% | Italia Rol y efectos de la colonizacién de Revision bibliografica Con los pocos estudios al respecto se llega a

Candida albicans a los aparatos de
ortodoncia

la conclusion de no todos los pacientes con
ortodoncia presentaran una infeccion por
candida albicans pero existe una tendencia a
que los portadores de aparatos de ortodoncia
tengan una mayor prevalencia a desarrollar
candida albicans.
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Saloom et al. 2013%7

Irak

64 muestras de cuatro diferentes
tipos de aparatos fijos de ortodoncia,
divididos en cuatro grupos de 16 cada
uno. El grupo 1 es de brackets de
safiro y alambre recubierto, grupo 2
brackets de safiro con alambre de
acero inoxidable, grupo 3 brackets de
acero inoxidable con alambre
recubierto, y grupo 4 brackets y
alambre de acero inoxidable y se
estudiaron dos microorganismos que
fueron estreptococo mutans y candida
albicans

Experimental (in vitro)

Los resultados mostraron que los brackets con
mayor estética en este caso los de safiro con
arco cubierto muestran menos adherencia
delos microorganismos que los que tienen
menos estética como lo son los brackets y
arcos de alambre de acero inoxidable. Lo cual |
mostro diferencia significativa de ( p<0.001).
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La superficie de la resina acrilica PMMA presenta diferentes caracteristicas de
porosidad en su superficie, lo cual contribuye significativamente en la adherencia y
retencidon de microorganismos como lo es el caso de Candida albicans, La
microbiota que se adhiere a la superficie de los aparatos de ortodoncia asi como
las protesis dentales y en la mucosa bucal que soporta estos aparatos, esta
compuesta por una gran diversidad de microorganismos, principalmente bacterias
y levaduras, los cuales al encontrar las condiciones adecuadas, se desarrollan
formando una biopelicula causante de procesos infecciosos como la estomatitis

protésica.

A través de estudios realizados, se ha observado que uno de los microorganismos
patdgenos mas frecuentes en el desarrollo de esta infeccion es Candida albicans 'y
recientemente se han encontrado especies bacterianas relacionadas como
Staphylococcus aureus y Streptococo mutans, por lo que se menciona que existe
alguna relacion entre estos microorganismos en la formacion de la biopelicula en

los aparatos de ortopedia.

La estomatitis protésica es una infeccidon que comprometa la integridad de la
mucosa bucal y la salud del paciente y es considerada un problema de salud
publica. Por lo tanto el evitar la formacion de la biopelicula o su eliminacién

cuando esta ya esta establecida es de suma importancia.

La relevancia de este estudio se basa en determinar las propiedades
antimicrobianas y antimicoticas de la clorhexidina y el xilitol en la disminucién de la
biopelicula en los aparatos de ortopedia elaborados con polimetiimetacrilato de

autopolimerizado.
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Con base a lo anterior y tomando en cuenta que en México son escasos los
estudios reportados la importancia de este estudio, por lo que se planted la

siguiente pregunta de investigacion:

¢Cual serad la efectividad del xilitol al 1% y al 5% en comparacion con la
clorhexidina al 0.12% en la adhesién de Candida albicans al polimetilmetacrilato

usado en aparatos de ortopedia?
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IV. HIPOTESIS:

Acorde a varios reportes que indican que la clorhexidina tiene un efecto inhibitorio
en la adherencia de Candida albicans en polimetilmetacrilato suponemos que el
tratamiento con xilitol en concentraciones al 1% y 5% tendra un efecto inhibitorio
en la adhesion de Candida albicans al polimetilmetacrilato similar a la clorhexidina
al 0.12%.
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V. OBJETIVOS:

Objetivo general:

Determinar la efectividad del xilitol en comparacién con la clorhexidina en la
adherencia de Candida albicans al polimetilmetacrilato usado en aparatos de

ortopedia.
Objetivos especificos:

Evaluar la adhesion de Candida albicans al PMMA tratado con clorhexidina al
0.12% vy xilitol al 1% y 5%.

Realizar identificacién de la cepa de Candida albicans
Cultivos

Imagenes de SEM (Microscopio electronico de barrido)
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VI. MATERIAL Y METODOS:

VI.1. Tipo de estudio:

Experimental

V1.2 Universo de estudio:

Especimenes de resina acrilica a base de PMMA autopolimerizable

Cepa de Candida albicans

VL.3. Criterios de Inclusion

Especimenes de PMMA mas usados para elaborar aparatos de ortodoncia

Especimenes de PMMA elaborados con fecha de caducidad vigentes siguiendo

las especificaciones proporcionadas por el fabricante
Cepa de Candida albicans viable.

VI.4. Criterios de exclusién:

Cepa de Candida albicans contaminado con otro microorganismo
Especimenes de PMMA elaboradas con otra técnica
Muestras de PMMA con fecha de caducidad vencida.
Muestras que se contaminen durante el procedimiento
VL.5. Variables independientes:

Xilitol al 1%

Xilitol al 5%

Clorhexidina al 0.12%

V1.6 Variable dependiente:

Adherencia de Candida albicans
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VI.7. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

El xilitol es un alcohol de azicar, de 5 | Cuantitativa 5% yal 1%
Carbonos, obtenido por la reduccion del | continua xylitol/g xylose
azucar xilosa.

Sustancia  antiséptica de  accion | Cuantitativa 0.12%

bactericida y fungicida. Pertenece al | continua
grupo de las biguanidas y se utiliza
ampliamente en  odontologia en
concentraciones de 0,2%, 0,12% vy
0,10 % en presentaciones para el uso

como colutorio o enjuague bucal.

Adherencia: Resistencia tangencial que | Cuantitativa Cantidad de
se produce en la superficie de contacto | discreta levaduras

de dos cuerpos cuando se intenta que adheridas por
uno deslice sobre otro. En este caso de campo.

Candida albicans: Candida albicans es
un hongo diploide asexual (forma de
levadura.23, sapréfito de la familia de los
Sacaromicetos)

Normalmente se encuentra en la
cavidad oral, en el tracto gastrointestinal
y en la vagina. Esta envuelta en un rol
relevante en la digestion de los
azucares mediante un proceso de

fermentacion.
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VI1.8. TECNICAS:
Preparacion de especimenes:

Fueron elaboradas laminas de resina acrilica a base de PMMA con la técnica de
autopolimerizado de 7mm de diametro x 4mm siguiendo las instrucciones de

manufactura proporcionadas por el fabricante.

Los especimenes se mantuvieron durante dos dias en agua bidestilada estéril
para remover los residuos de mondémero toxico que pudiesen haber quedado

después de la polimerizacién. 2°
Microorganismo y condiciones de cultivo.

Se utilizé una cepa viable de Candida albicans proporcionada por el Laboratorio
de microbiologia de la FES Zaragoza. A esta cepa se le realizaran pruebas de:
Formacion de tubo germinativo, formacién de claminoconidio, y cultivo en medio
cromogeno selectivo (CHROMangar Candida), con el fin de comprobar que la

cepa correspondiera con la especie Candida albicans.

Una vez que fueron realizadas las pruebas de identificacion Candida albicans se
cultivd en placas de agar dextrosa Sabouraud e incubo en 37° C durante 24 a 48
horas. De este cultivo fresco se tomd una asada microbioldgica y se incorpord en
100ml de caldo de soya tripticasa estéril y se mantuvo en una incubadora a 37°

durante una noche con agitacion.

Transcurrido el tiempo de incubacion el cultivo se centrifugo durante 10 min a
1000rpm, posteriormente se retird el sobrenadante y el boton celular se lavé con

solucion salina estéril (para eliminar los restos de caldo de soya tripticasa).

Al botdon celular se le agrego 2 ml de caldo de soya tripticasa estéril para

resuspender la levadura.

De este concentrado se fue agregandoa 100 ml de caldo de soya tripticasa estéril

hasta que se alcanzo una densidad éptica de 0.8 a 520nm (1x107 levaduras/ml). 2°
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La preparacion de la suspension se realizé en caldo de soya tripticasa por tener
los requerimientos para crecimiento de levaduras y para la obtencion de la

suspension del microorganismo se empled un espectrofotémetro de luz visible. 2°

Las muestras fueron incubadas previamente tratadas con las siguientes
soluciones: Clorhexidina al 0.12% por un periodo de 2 horas. Xilitol al 5% y 1% por
un periodo de 2 horas. Asi como un control con H20 destilada estéril con el

mismo intervalo de tiempo. 32

ENSAYO DE ADHERENCIA.

Las muestras de PMMA se colocaron en placas de cultivo celular de 24 pozos en
cada pozo se agregé 1.5 ml de la suspension de Candida albicans para cubrir

totalmente el espécimen.

Una vez afiadida la suspension de Candida albicans a cada muestra se incubo
con agitacion durante 24 y 48 horas. Tras la inoculacion y bajo condiciones
asépticas, fueron retiradas las muestras con pinzas estériles y se lavaron
vigorosamente con solucion amortiguador de calcodilato de sodio al 0.1 M a un
pH de 7.2 para eliminar las levaduras no adheridas. El ensayo se realiz6 por

triplicado.
Cuantificacion de las levaduras adheridas.

El analisis mediante el microscopio electronico de barrido JEOL JSM-5310LV que
realizd en el Laboratorio de Microscopia Electronica de Barrido de la Facultad de
Ciencias de la UNAM.

Las levaduras adheridas a las muestras se fijaron de la siguiente manera.
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PREPARACION DE LAS MUESTRAS:

Se realizé con la técnica convencional que consiste en lo siguiente:

Seleccion de las muestras

Lavado de las muestras con solucion amortiguadora

Fijacién con Glutaraldehido al 2.5% en calcodilato sodio 0.1 M pH 7.2 por 2 horas.
Lavar con el mismo amortiguador en tres ocasiones

Postfijacidén con tetradxido de osmio al 1% en el mismo buffer por dos horas
Lavado con el mismo buffer 3 veces

Deshidratacién con etanol al 30, 50, 60, 70, 80, 90, y 95% 10 minutos cada uno
Deshidratacion con etanol al 100% dos cambios de 15 minutos cada uno
Desecacioén por punto critico con CO2

Montaje en aluminio con adhesivo conductor.

Recubrimiento con carbon por evaporacion.

Recubrimiento con oro por ionizacion.

Almacenamiento en desecador al vacio.

Analisis en MEB.

Posteriormente fueron montadas en porta muestras de aluminio o latén, donde se
ionizaron con una capa de oro-paladio durante 3 minutos, a 1500mili volts, 10mm
amperes y fueron observadas con el microscopio electronico de barrido JEOL
JSM-5310LV. Se utilizaron tres fotografias con aumentos de 1500x de cada
muestra, y se contaron las levaduras adheridas que hay en cada fotografia.
También se tomaron fotografias del mismo campo a 750x que sirvieron como

panoramica y a 5000x que se utilizaron para observar detalle.
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VI.9. ANALISIS ESTADISTICO:

Todos los experimentos se realizaron por triplicado utilizando los valores de la
mediana y analisis exploratorio de datos, asi mismo para la comparacion de los
mismos se utilizé la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis, considerando un
valor de p< 0.05 se consider¢ significativo. Para tal efecto se utilizé el programa
estadistico SPSS V.15
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VIl. RESULTADOS.

Se tomaron fotografias de las diferentes muestras para observar la formacion de la
biopelicula, el desarrollo de Candida albicans y su adhesién a la superficie del
PMMA en dos periodos de tiempo, 24 y 48 horas, asi como las caracteristicas de
la superficie de la resina fueron observadas, utilizando el microscopio electrénico

de barrido.

Auto-polimerizado sin tratamiento

Fig.6 Superficie del PMMA procesado Auto-polimerizado Nic-Tone MEB 750x.

Caracteristicas: Se observa la resina acrilica (PMMA) con la técnica de
procesado de Auto-polimerizado presenta una superficie uniforme en su mayor
parte con presencia de poros de tamarno variable de 1 a 3 micras de diametro, y

grietas. Fig. 6

52



EFECTO DEL XILITOL Y CLORHEXIDINA EN LA ADHESION DE Candida albicans AL POLIMETILMETACRILATO USADO EN APARATOS DE ORTOPEDIA.

Soluciones desinfectantes y tiempos de incubacion.
Xilitol al 5%: Cultivo 24 hrs.

Las caracteristicas de los blastoconidios: Estos presentan un tamafo de 2 a 3.5
micras de diametro mostrando una forma madura y bien delimitada, con células en

gemacion.

Dentro de las caracteristicas de la adherencia: Se presenta una adherencia
uniforme sobre la muestra, en donde se encuentran blastoconidios aislados asi

como pequefas cadenas celulares (seudomicelio) y agrupaciones.

Caracteristicas del PMMA: Presenta una superficie, con poros y grietas de poca
profundidad, asi como areas lisas asi como imperfecciones (grietas vy

concavidades).

Fig. 7 PMMA con tratamiento de Xilitol al 5%, cultivo con Candida albicans 24 hrs. 5000x MEB

En la fig.7 Se observa en detalle los blastoconidios de C. albicans, las cuales se

encuentran bien delimitadas, y la porosidad del material PMMA.
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X1,500 10um

Fig. 8. PMMA con tratamiento de Xilitol al 5%, cultivo con Candida albicans 24 hrs.1 500x MEB

En la figura 8. Se observa los blastoconidios en forma individual y el seudomicelio.

La superficie del PMMA presenta varias imperfecciones.

Fig. 9. PMMA con tratamiento de Xilitol al 5%, cultivo con Candida albicans 24 hrs. 750x MEB. Imagen

panoramica.
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Pre- tratamiento con Xilitol al 5%: cultivo a 48hrs.

Podemos observar las siguientes caracteristicas del Blastoconidio que presenta un
diametro de 2 a 3 micras con forma madura, uniforme y con células en gemacion,
dentro de las caracteristicas de la adherencia: presentan cadenas de células

(seudomicelio) y asi como blastoconiodios aislados con gemacion.

Fig. 10 Pre- tratamiento con xilitol al 5%, cultivo con Candida albicans 48hrs 5000X MEB.

55



EFECTO DEL XILITOL Y CLORHEXIDINA EN LA ADHESION DE Candida albicans AL POLIMETILMETACRILATO USADO EN APARATOS DE ORTOPEDIA.

Se observa en detalle multiples células en gemacién, asi como la imperfeccion de

la superficie del PMMA. Los blastoconidios se encuentran maduros.

X1,500 10um

X750
Fig 12. Pre- tratamiento con Xilitol al 5% con cultivo de Candida albicans de 48 hrs, imagen

panoramica 750X MEB.
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Pre- tratamiento con xilitol al 1%: cultivo a 24 hrs.

Como se puede observar las caracteristicas de los blastoconidios presentan un

diametro entre 2 a 3 micras con forma uniforme y numerosas células en gemacion.

Dentro de las caracteristicas de adhesion se presentan cadenas celulares
(seudomicelio) y también blastoconidios aislados, siendo uniforme su distribucion
sobre el PMMA.

-AD

X5000  1um

Fig. 13 Pre- tratamiento con Xilitol al 1% con cultivo de Candida albicans de 24 hrs. 5000X MEB

Se observa en detalle las células en gemacion, asi como la presencia de pocos

defectos de la superficie.
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Fig.14 Pre- tratamiento con xilitol al 1%, cultivo de Candida albicans 24 hrs. 1500X MEB

En la Fig. 14 se observa los blastoconidios en forma individual y el seudomicelio.

Existen uniformidades en superficie combinados con pocos poros.

10um

Fig. 15. Pre- tratamiento con Xilitol al 1%, cultivo de Candida albicans 24 hrs 750X. MEB.
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Pre- tratamiento con Xilitol 1%: cultivo 48 hrs.

Se aprecia una mayor cantidad de blastoconidios, con un diametro entre 2.5 a 4
micras, con morfologia variable, presentando células maduras y de formas
irregulares, con blastoconidios en gemacion y bien delimitados. Las caracteristicas
de la adherencia, es uniforme sobre la muestra, las células se encuentran en
grupos. Las caracteristicas de la superficie de PMMA. Presenta poros, areas lisas

y areas con grietas e irregularidades.

X5,000  1um

Fig. 16. Pre-tratamiento Xilitol 1%, cultivo Candida albicans 48 hrs. 5000X MEB.

En la Fig. 16 se observa a mayor detalle la superficie del blastoconidio con

presencia de gemacion, con diversas morfologias y tamafio variable.
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Fig. 18 Pre- tratamiento xilitol 1%, cultivo Candida albicans 48 hrs 750X ME

Se observan grietas en la superficie y adherencia de células tanto en las zonas

lisas, como en los defectos.
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Pre- tratamiento con clorhexidina al 0.12%: cultivo a 24 hrs.

Se puede observar que con esta técnica presenta una superficie con diversas
areas con defectos e irregularidades, como poros y grietas distribuidas en el
material las cuales presentan tamafos variables que van desde 1 a 6 micras de

diametro.

Mientras que los blastoconidios se encuentran formando seudomicelios de 3 a 6

células y con un diametro de 2 a 4 micras, con superficie uniforme y en gemacion.

X5,000 1 ,um—-

Fif.19 Pre-tratamiento de Clorhexidina al 0.12%, cultivo de Candida albicans 24 hrs a 5000x MEB

La adherencia de los blastoconidios de Candida albicans, formando seudomicelio

y gemacion.
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SEM-FC X1,500 10um

Fig. 20 Pre- tratamiento de Clorhexidina al 0.12%, cultivo de Candida albicans 24 hrs 1500X MEB

Se observa la adherencia de los blastoconidios y seudomicelios en gemacion asi

como una superficie con diversos defectos.

10um

Fig. 21 Pre-tratamiento de Clorhexidina al 0.12%, cultivo de Candida albicans 24 hrs 750X. MEB

Panoramica para valorar la superficie del material que presenta multiples

irregularidades que las células las utilizan como reservorios.
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Pre- tratamiento con clorhexidina al 0.12%: cultivo a las 48 hrs.

La superficie muestra de igual manera multiples defectos e irregularidades de

diferentes diametros y poca profundidad.

Caracteristicas de la adherencia. Los blastoconidios se encuentran adheridos a la
superficie de PMMA en forma de seudomicelio y como células aisladas con un

diametro de 2.5 micras en promedio.

X5000  1um

Fig. 22 Pre- tratamiento de Clorhexidina al 0.12%, cultivo de Candida albicans 48Hrs 5000X MEB.

Blastoconidios maduros, uniformes, formando seudomicelios y presentando

gemacion
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Fig. 23 Pre- tratamiento de Clorhexidina al 0.12%, cultivo de Candida albicans 48hrs 1500X. MEB

La superficie del material presenta multiples defectos asi como una mayor
cantidad de blastoconidios adheridos en la mayor parte en los defectos de la

superficie. Estos presentan gemacion.
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Fig. 24 Pre-tratamiento Clorhexidina 0.12%, cultivo de Candida albicans 48 hrs 750X MEB.

Se observan multiples defectos en la superficie y adherencia de los blastoconidios,
tanto en las areas lisas y en mayor cantidad en las zonas con defectos, con lo que
determinamos que la clorhexidina dafia la superficie de la resina acrilica PMMA,
permitiendo una mayor disposicién a la adherencia de los blastoconidios en los

reservorios propicios.
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Pre- tratamiento H20 grupo control: cultivo 24 hrs

Las caracteristicas que presentan los blastoconidios son los siguientes su tamafo
varia de entre 3 a 4 micras de diametro, se observan con morfologia variable,

encontrando células maduras y presentando gemacion.

La adherencia de los blastoconidios es uniforme sobre la muestra, encontrando

células en grupos pequefios y con seudomicelios de 5 a 6 células.

Dentro de las caracteristicas que presenta la superficie se pueden observar
defectos como lo que son grietas y poros de tamafo variable y de poca

profundidad.

X5000  1um
Fig. 25 Grupo control H20, cultivo Candida albicans 24Hrs 5000X. MEB
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X1,500 10um

Fig. 26 Grupo control H20O, cultivo Candida albicans 24hrs 1500X. MEB

Se observa la adherencia de parte de Candida albicans tanto en la superficie lisa
como en los defectos de la superficie de la muestra, existe formacion de

seudomicelios y blastoconidios aislados.

b

X1,500 10um

Fig.27 Grupo control H20, cultivo Candida albicans 24 hrs 750X. MEB

Se observa vista panoramica del PMMA y que dentro de un defecto de la
superficie en donde los blastoconidios usan como reservorio, teniendo como

caracteristica una gran cantidad de células, maduras y en gemacion.
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Grupo control H20: Cultivo a 24 hrs.

Caracteristicas de los blastoconidios de 3 micras de promedio presentan

formacion de hifas asi como gemacion, abarcando toda la superficie del campo.

Caracteristicas de la adherencia: los blastoconidios se encuentran adheridos a la
superficie del PMMA en forma de seudomicelio y con presencia de hifas

X5000  1um
Fig. 28 Grupo control H20, cultivo Candida albicans 48 hrs 5000X. MEB.

Blastoconidios maduros con presencia de hifas. Vista a detalle
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X1,500 10um

Fig. 28 Grupo control, cultivo Candida albicans 48Hrs 1500X MEB.

Por la presencia de la gran cantidad de células con hifas no se logra apreciar la

superficie de la muestra.

Fig. 29 Grupo control H20, cultivo Candida albicans, 48 hrs 750X. MEB Vista panoramica.

Se observa la distribucién uniforme de los blastoconidios con hifas en la superficie

de la muestra.
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De las cuatro pruebas realizadas para cada solucion, se observd que el numero de
blastoconidios adheridos al PMMA fue muy variable, siendo que las pruebas de
adherencia, fijado de las muestras y observacion del campo mediante
microscopia de barrido se realizaron bajo condiciones iguales, asi como se pudo
observar que en la superficie de las muestras tratadas con clorhexidina al 0.12%
se observaron diversas irregularidades en comparacion con los otros tratamientos

a base de xilitol al 1% y 5%.
La variacion de la adherencia en los diferentes tratamientos entre 24hrs y 48 hrs

Se ha demostrado que los aparatos de ortodoncia al alterar el ambiente
microbiolégico conducen al aumento en la prevalencia de Candida albicans en la
boca, y algunas pacientes susceptibles pueden cambiar de Candida albicans no
transportistas a condicion de portador Candida albicans. Es importante para
nosotros saber los efectos microbioldgicos a partir de la insercién de los aparatos,
y puede tomar un enfoque mas cauteloso con aparatologia de ortodoncia y
tratamientos a nifos inmunocomprometidos sobre el posible aumento del riesgo

de infeccion por Candida albicans.

De los conteos individuales para cada prueba se obtuvieron los promedios y se
compararon las medianas para los 4 grupos de rangos (medianas) bajo la prueba
de Kruskal Wallis y se determind que la diferencia no se deba al azar sefalando
la significancia estadistica con el valor de p menor de 0.05. Todo mediante el

programa estadistico de ssps Ver. 15. se resume en las siguientes graficas.
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Grafica. 1 Adherencia de Candida albicans al PMMA con diferentes soluciones desinfectantes con
cultivo Candida albicans 24 hrs.
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Numero de levaduras a las 48 horas

EFECTO DEL XILITOL Y CLORHEXIDINA EN LA ADHESION DE Candida albicans AL POLIMETILMETACRILATO USADO EN APARATOS DE ORTOPEDIA.

600 -

500+

400

300~

200

100

| I I I
Xilitol 5% Xilitol 1% Clorhexidina 0.12% Control

*Tratamiento

Prueba de Kruskal Wallis p menor 0.05

Tratamiento: Xilitol versus control p menor 0.05

Grafica 2. Muestra el numero de blastoconidios de Candida albicans adheridos de al PMMA a una
inoculacién de 48 hrs. Con las diferentes soluciones desinfectantes en donde nos muestra que
xilitol al 1% tiene un mejor efecto y estabilidad de inhibicion de adherencia de blastoconidios de

Candida albicans en comparacion con el grupo control a la superficie de la resina acrilica (PMMA).
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VIIl. DISCUSION:

La superficie de la resina acrilica PMMA presenta diferentes caracteristicas de
porosidad en su superficie, lo cual contribuye significativamente en la adherencia y
retencidon de microorganismos como lo es el caso de Candida albicans, en la
superficie de la resina acrilica para lo cual el sentido de este estudio fue probar
diferentes soluciones desinfectantes como lo son el xilitol en dos concentraciones
5% y 1% asi como la solucidn reconocida clorhexidina en su dosis comercial de
0.12% dentro de sus desventajas el uso continuo provoca la decoloracién de

resina acrilica y, por tanto, no debe ser indicado para uso diario.

Varios estudios han reportado que la clorhexidina al 0.12% utilizada para el
control quimico de la pelicula bacteriana, dentro de sus desventajas esta
presentar sabor desagradable, alteraciones en el paladar, sensacion de quemazon
en la lengua, alteracion del sabor de los alimentos y pigmentaciones en la
superficie dental. Por lo que se ha buscado una mejor opcién que tenga las
mismas propiedades de control en contra de la pelicula bacteriana, pero sin sus
desventajas; uno de los desinfectantes que se ha estudiado, y que presenta las

mismas aplicaciones clinicas pero sin sus efectos adversos es el xilitol.

En este sentido al saber que la fase temprana de la colonizacion comienza por los
factores fisicoquimicos de las propiedades de la superficie de la resina acrilica y
los mecanismos activo y pasivo de la adhesion microbiana desde el punto de vista

de la colonizacién de Candida albicans al PMMA.

En este analisis fue posible revelar las caracteristicas de la adherencia de Candida
albicans a la superficie de PMMA con dos diferentes soluciones desinfectantes y
en dos periodos de tiempo de 24 y 48 horas. Estas caracteristicas son: el numero
de blastoconidios adheridos, su morfologia, la formacién de seudomicilio,

reproduccion y colonizacion sobre PMMA.

Una de las estrategias para evitar la formacion de la biopelicula es el uso de
colutorios con agentes activos con propiedades antibacterianas y antimicéticas

como son la clorhexidina y el xilitol.?!
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Los datos obtenidos del conteo de los blastoconidios adheridos al PMMA mediante
el tratamiento de soluciones de clorhexidina y xilitol y a los dos tiempos de
inoculacion, lo cual nos permitié hacer el estudio comparativo con Krusakal Wallis.
Al realizar una grafica de los promedios de blastoconidios adheridos en los dos
tratamientos y a los dos tiempos de 24hrs y 48hrs, en la cual se observa que el
xilitol comparado con el grupo control tiene valor significativo en donde p es menor
0.05.

Candida albicans esta adherida tanto en superficies lisas como en defectos, lo que
nos indica que no solo la retencion mecanica por parte del material esta implicada
en la adherencia, aunque es de importancia, sino que es un mecanismo con varios
factores asociados como son: hidrofobicidad por parte del material y las adhesinas

en la pared celular Candida albicans.

Los resultados de la investigacion microbiolégica demostraron que la clorhexidina
y xilitol en un sistema de administracién inhibié la colonizacién de Candida
albicans al limitar su adherencia de estos sistemas poliméricos pre medicados

con las diferentes concentraciones de los desinfectantes ya mencionados.

Estudios similares in vitro que emplean diferentes sistemas poliméricos para
una liberacion sostenida de farmacos antifungicos intraorales debe fomentarse.
Los estudios clinicos son esenciales con el fin de probar la eficacia de la sugerida,
antes de la aplicacion de la nueva forma de dosificacion de las soluciones
antisépticas para el tratamiento de los aparatos de ortopedia y ortodoncia

asociados a Candidiasis oral.

El uso de clorhexidina parece ser benéfico para los pacientes con aparatos de
ortopedia con base acrilica dental, pero su uso continuo provoca la decoloracion

de resina acrilica y, por tanto, no debe ser indicado para uso diario. 1°

Un reciente estudio de dos afos realizado por Turku et al. Indico que el consumo
de xilitol reduce la incidencia de Candida oral. “2. El xilitol reduce

significativamente la adherencia de Candida spp.
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McCourtie y Douglas ' mostraron que la adherencia de la levadura para
superficies acrilicas in vitro se increment6 después del crecimiento de la levadura
en un medio que contenia altos niveles de diferentes azucares, particularmente
galactosa.

La glucosa también puede promover la produccion de acido y pH mas bajo, con el
consiguiente una activacidon de proteinasas acidas y fosfolipasas, de los factores
extracelulares, factores que se encuentran implicados en la adhesion de la

levadura 22.23.
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IX. CONCLUSIONES:

Acorde a varios reportes que indican que la clorhexidina tiene un efecto inhibitorio
en la adherencia de Candida albicans en polimetilmetacrilato suponemos que el
xilitol en concentraciones de 1% y 5% tendra un efecto inhibitorio en la adhesion

de Candida albicans al polimetilmetacrilato similar a la clorhexidina al 0.12%.

El efecto inhibitorio del xilitol al 5% sobre el grupo control H2O demuestra tener

valor estadistico significativo donde p es menor 0.05 en el periodo de 24 hrs.

El xilitol al 1% versus el grupo control donde el valor estadistico fue significativo en

donde p es menor 0.05 en el periodo de 24 hrs.

Y en el periodo de 48 hrs el xilitol al 1% versus el grupo control también presento

valor estadisticamente significativo en donde p es menor 0.05.

Resumiendo que el efecto inhibitorio del xilitol en su concentracién de 1% versus

el grupo control demostré ser notable en su periodo de inoculacion de 24 hrs.

Nuestros resultados mostraron que el xilitol al 1% tiene un efecto inhibitorio similar
al de la clorhexidina sin afectar la superficie del PMMA debido a que la
clorhexidina dafa la superficie de la resina acrilica aumentando asi sus defectos
en los cuales Candida albicans los encuentra como reservorios para su

colonizacion.

Dentro de las limitaciones de la actual investigacion es haber efectuado mediante
el empleo de un solo sistema de resina para el suministro intraoral de los
desinfectantes, y mediante la evaluacién de la eficacia de los mismos sobre la
crecimiento de sélo una especie Candida, Candida albicans, dando lugar de un
rango amplio de patégenos. Tras conclusiones, sin embargo, se puede alcanzar
que:

 Clorhexidina y xilitol usados como desinfectantes antifungicos puede ser con
éxito incorporados a las medidas previas de higiene de los aparatos de ortopedia

hechos con polimetilmetacrilato.
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XI. ANEXOS:
X1.1. MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (MEB).

Es un util instrumento para el estudio de biopeliculas. Un microscopio
electronico de barrido crea una imagen ampliada de la superficie de un objeto. El
SEM explora la superficie de la imagen punto por punto.

El Microscopio electréonico de barrido o SEM (Scanning Electron Microscopy),
utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen
ampliada de la superficie de un objeto. Es un instrumento que permite la
observacion y caracterizacion superficial de solidos inorganicos y organicos. Tiene
una gran profundidad de campo, la cual permite que se enfoque a la vez una gran
parte de la muestra. 56:57

Esta disefado para estudiar, en alta resolucion la superficie de los sélidos y sus
caracteristicas morfoldgicas y topograficas de la muestra. %657

Su funcionamiento se basa en que en un campo electromagnético actua
recorriendo la muestra con un haz muy concentrado de electrones, de manera
analoga a la accion de una lente de cristal sobre un haz de fotones, de forma
parecida al barrido de un haz de electrones por la pantalla de una televisiéon. Los
electrones del haz pueden dispersarse de la muestra o provocar la aparicion de
electrones secundarios. Los electrones perdidos y los secundarios son recogidos y
contados por un dispositivo electronico situado a los lados del espécimen. Cada
punto leido de la muestra corresponde a un pixel en un monitor de television.
Cuanto mayor sea el numero de electrones contados por el dispositivo, mayor sera
el brillo del pixel en la pantalla. A medida que el haz de electrones barre la

muestra, se presenta toda la imagen de la misma en el monitor.

No es posible observar especimenes vivos debido al alto vacio requerido en
ciertos microscopios, los especimenes deben estar preparados y secos para poder
ser observados. Los electrones emitidos de un catodo de tungsteno son
acelerados a través de un sistema de lentes magnéticas que disminuyen el
didametro del haz y una bobina de barrido desvia dicho haz sobre la muestra

siguiendo un patron de rastreo o barrido. %657
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El microscopio cuenta con las siguientes partes: optica electronica, camara del
espécimen, circuitos de alimentacién de la optica electronica, generacion del
voltaje y produccion de barrido, detectores secundarios emitidos por la muestra,
electrones retrodispersos y otros tipos de detectores y dispositivos para la
observacion y registro de imagenes. Tiene una resoluciéon de 10 a 20 nm, la
ampliacion maxima del MEB es de 50000 diametros. 5657

Las ventajas q nos ofrece el uso de MEB es la gran profundidad de campo,
imagenes tridimensionales, visualizacion de muestras de un tamafo muy
pequefio, una extensa gama de aumentos, la resolucion sin modificar la distancia
focal, y obtener del espécimen diversos tipos de informacién, como analisis

cuantitativos y cualitativos.

Xl.1.1.Preparacion de las muestras

La preparacion de las muestras debe de tener un tratamiento previo que consiste
en lo siguiente:

Fijacion: su objetivo de este es endurecer el contenido intracelular para que
soporte el estrés fisico de los pasos posteriores, en este caso se utilizé un medio

quimico glutaraldehido y tetraoxido de osmio.%8

Los procedimientos generales a seguir cuando se utiliza tetraoxido de osmio son
la fijacion secuencial utilizando primero glutaraldehido al 2% (1-2 horas) en SBF
0.1M pH 7.2-7 .4, seguida de una posfijacion en tetraoxido de osmio al 1 6 2% (1-2
horas) o mediante una fijacion simultdnea utilizando una solucion mixta de
glutaraldehido al 2% vy tetraoxido de osmio al 2% disueltos en SBF 0.IM, pH 7.2-
7.4 preparados justo antes de su empleo.

Deshidratacién: La deshidratacion tiene como objetivo eliminar el agua de la
muestra sustituyéndola por etanol el cual puede ser posteriormente intercambiado
por el CO2 liquido durante el secado a punto critico (SPC). Este procedimiento se
realiza de forma gradual para evitar encogimiento drastico de las células para esto
se preparan diluciones con agua destilada y etanol al 10%, 20%, 30%, etc. Hasta
llegar al 100% y se realiza un segundo cambio para eliminar por completo

remocién de agua.®
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Secado: se realiza con el secado al punto critico (SPC) se basa a ciertas
condiciones de temperatura y presion. Con esto es posible llevar todo el liquido a
su fase de vapor sin que exista tension en la superficie de la muestra, se utiliza
CO2.%8

Montaje de la muestra: se procede a montar las muestras ya que han sido
secadas y se montan en porta objetos que regularmente son de metal, como lo es

de aluminio, latén y cobre, y adherirse con discos adhesivos de carbén. %8

Cubrimiento con metal: Para hacer conductiva la muestra se aplica una capa
muy delgada de metal con un alto numero atémico realiza un procedimiento
llamado “sputter coating” el equipo llamado “sputter coater” forma una nube de
iones de argon y atomos de metal descargados de una laminilla, que caen
suavemente sobre la superficie de la muestra cubriéndola uniformemente en toda
su topografia. El metal de la laminilla preferentemente es de oro u otra aleacion es
el oro-paladio, estos metales son elegidos por formar particulas muy finas
inadvertidas para MEB aparte de tener una mayor conductividad y asi emitir una
senal mas fuerte para formar su imagen. El grosor de esta capa es de

aproximadamente 20nm.

Observacion: la muestra ya cubierta con metal se introduce al MEB para su

observacion.%8
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XI.2. MEDIOS DE CULTIVO:

Medio de cultivo es un material alimenticio que se usa en el laboratorio para el
desarrollo de los microorganismos. Una vez que ha sido preparado, un medio de
cultivo puede ser inoculado y después incubado en condiciones que favorezcan el
crecimiento microbiano. El crecimiento de los microorganismos es el cultivo. Un
cultivo axénico o puro contiene un unico tipo de microorganismos.

Los medios de cultivo deben contener los nutrientes y factores de crecimiento
necesarios y deben estar exentos de cualquier microorganismo contaminante.

Los medios de cultivo deben contener como minimo: carbono, nitrégeno, azufre,
fésforo y sales inorganicas; también se afiaden colorantes que actuan como
indicadores para detectar, por ejemplo, la formacién de acido o como inhibidores
de crecimiento de unas bacterias y no de otras.

El agar es el principal agente solidificante utilizado en medios bacteriolégicos. Se

disuelve completamente a 100°C y se solidifica al enfriarse a 40°C.

11.2.1. Clasificacién: Con forme a su consistencia los medios de cultivo se
clasifican en:

Liquidos: Se utilizan para el crecimiento de cultivos puros en lote. Se denominan
caldos de cultivo y no tienen agar en su formulacion.

Semisolidos: Contienen 0.5% de agar en su formulacion. Se utilizan para estudiar
la movilidad de las bacterias (presencia o ausencia de flagelo).

Sélidos: Contienen de 1.5 a 2% de agar en su formulacién. Estos medios
inmovilizan a las células, permitiéndoles crecer y formar masas aisladas visibles
llamadas colonias. Las colonias permiten reconocer la pureza del cultivo; las
placas que contengan mas de un tipo de colonia no provienen de un cultivo puro.
Las placas de agar también se utilizan para la determinacién de células viables
(recuento en placas).

De acuerdo a su composicion se clasifican en:

Definidos: muy utilizados en estudios fisiologicos.

Los medios minimos son medios definidos que unicamente le proporcionan al
microorganismo los nutrientes necesarios para crecer, pero no para desarrollarse

oOptimamente.
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Complejos: es aquél del cual no se conoce la composicion exacta del medio. A
menudo, los medios complejos emplean sangre, leche, extracto de levaduras,
extracto de carne u otras sustancias muy nutritivas pero de las cuales se
desconoce la composicion quimica exacta. Estos medios son muy utilizados para
cultivar bacterias desconocidas o bacterias de requerimientos nutricionales muy
complejos.

De acuerdo a su funcion, los medios de cultivo se clasifican como:

Medios selectivos: Son aquéllos que poseen uno o mas componentes afiadidos,
los cuales inhibiran o prevendran el crecimiento de ciertos tipos de especies de
bacterias y/o promoveran el crecimiento de las especies deseadas. Uno puede
ajustar las condiciones fisicas de un medio de cultivo tales como el pH, la
temperatura, para hacerlo selectivo para los organismos de interés.

Medios diferenciales: Permiten distinguir entre diferentes tipos de bacterias con
base en alguna caracteristica observable en su patrén de crecimiento en el medio,
ya sea por producciéon de algun pigmento o por cambios de color en el medio
debido a indicadores de pH, o por halos de degradacion de algun componente en
el medio de cultivo.

Medios de enriquecimiento: Contienen algun componente que permite el
crecimiento de cierto tipo especifico de bacteria, pero no contienen sustancias
inhibidoras.

Medios enriquecidos: Se emplean para cultivar microorganismos que requieren
un gran numero de factores de crecimiento. Generalmente contienen extractos
bioldgicos poco usuales como sangre, suero en polvo, extracto de cerebro de res,
yema de huevo.

Las especies de Candida crecen bien en medios de cultivo con agar, peptona,
dextrosa, maltosa o sacarosa. Las colonias muy pequefas aparecen en un lapso
de 24 a 36 horas en Agar Sabouraud y miden de 1,5 a 2 mm de didmetro después
de 5 a 7 dias. Las colonias son tipicamente blancas por completo, pero adquieren
un color crema o requemado al continuar envejeciendo.5’

Las colonias de Candida crecen “in vitro” en condiciones de aerobiosis en medios
de cultivo a pH con rango entre 2,5y 7,5 y temperatura que oscila entre 20°C y
38°C. El crecimiento de colonias se puede detectar entre 48 y 72 horas después

de la siembra, y los subcultivos pueden crecer mas rapidamente®’.
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La habilidad de las levaduras de crecer a 37°C es una caracteristica importante a

ser considerada en su identificacién a partir de muestras clinicas.

Las especies de Candida crecen bien en medios de cultivo con agar, peptona,
dextrosa, maltosa o sacarosa. Las colonias muy pequefas aparecen en un lapso
de 24 a 36 horas en Agar Sabouraud y miden de 1,5 a 2 mm de diametro después
de 5 a 7 dias. Las colonias son tipicamente blancas por completo, pero adquieren
un color crema o requemado al continuar envejeciendo. Para aislarlas de las
muestras clinicas que siempre llevan bacterias se agregan antimicrobianos como
el Cloranfenicol al medio simple.®?

En Agar Sabouraud o en otros medios de cultivo similares, las colonias que crecen
son lisas, suaves, humedas y de color y aspecto cremoso. Estas colonias tienen
un tamano que oscila entre 1,5 y 2 mm de diametro, con aspecto de levadura, de
consistencia blanda y rapidamente proyectan filamentos hasta la profundidad del
agar. Después de 4-5 dias se percibe un olor caracteristico de levadura®?. Otros
medios de cultivo en los cuales puede crecer C. albicans son: Pagano-Levin, en el
cual las colonias se observan de color crema, Albicans ID (Biomerieux), donde las
colonias se observan de color azul y CHROMagar® Candida (CHROMagar),
observandose las colonias de esta especie de color verde®s.

Las colonias de Candida crecen "in vitro" en condiciones de aerobiosis.%% 63.
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