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INTRODUCCION:

La candidiasis es una lesién comun en pacientes
portadores de prétesis dentales, habiéndose demos-
trado que el material de las prétesis tiene tendencia a
infectarse con levaduras del género Candida (Gruber
y col. 1966). A su vez, las condiciones del medio en el
que se encuentra el acrilico y las caracteristicas del
huésped, influyen en dicha adhesion (McCourtie, J. y
Douglas, L.J., 1984) (Staford G.D. y Russell, C.,
1971).

El género Candida incluye un amplio grupo de levadu-
ras que causan la candidiasis, entidad que incluye
muchas formas clinicas. El agente etiolégico mas
importante es la Candida albicans, esta levadura
hace parte de la flora normal de la cavidad oral, tracto
gastro-intestinal y tracto genital femenino, se le ob-
serva también en piel periorificial (Kennedy, M.J.,
1988). En los sitios mencionados anteriormente el
microorganismo se encuentra en un numero limitado y
es solo demostrable por medio de cultivos.

Hay ciertos factores predisponentes que producen un
incremento en la concentracion de la levadura en las
mucosas lo que da lugar a la produccién de enferme-
dad local o sistémica, esta Gltima por diseminacion a
través de la via hematégena (Thomas y col. 1979 y
Kennedy, M.J., 1988).

Para que un microorganismo produzca enfermedad
debe ser capaz de invadir los tejidos, siendo el primer
paso la adherencia. El término adherencia debe
usarse para describir aquel proceso por el cual la
levadura se adhiere de manera estable e irreversible a
las superficies (Kennedy, M.J., 1988).

* Investigacién para optar el titulo de Odontéloga en el Instituto
de Ciencias de la Salud, CES. Realizada en la Corporacién
para Investigaciones Bioldgicas, CIB.

** Odontdloga CES 1988.

En varios estudios realizados en la tltima década esta
bien demostrada la habilidad de la C.albicans para
adherirse a las células de las mucosas del huésped,
factor importante en la patogénesis de muchas in-
fecciones bacterianas y micoéticas, entre ellas la can-
didiasis (Thomas y col. 1979 y Kennedy, M.J., 1988).
La inoculacién de los adhesivos usados en prétesis
dentales con C.albicans da lugar al crecimiento de la
levadura con la formacion de hifas, situaciéon que
expresa la patogenicidad y que no existe en condi-
ciones normales en lamucosa oral (Lucatorto y Molnar
1966). También se ha observado adhesion de la
C.albicans en muchas superficies acrilicas y utili-
zadas en protesis orales, esofagicas y en catéteres
(Kennedy, M.J., 1988; Samaranayake, L.P. y MacFar-
lane, T.W. 1980, a). La adherencia de la C.albicans
a las superficies acrilicas de las protesis juega papel
importante en la estomatitis por prétesis dental, me-
canismo que se ve favorecido por concentraciones
altas de azucar (McCourtie, J. y Douglas, L.P., 1984,
a; Staford, G.D. y Russell, C., 1971; Samaranayake,
L.P.y MacFarlane, T.W., 1980). Dado que en Colom-
bia no existen informes previos sobre la adherencia de
la C.albicans a los acrilicos empleados para prétesis
se propuso estudiar comparativamente dos tipos de
acrilicos, ambos termocurables para determinar la
adherencia de la levadura a tales materiales.

MATERIALES Y METODOS:
Seleccion de cepas de levadura para el trabajo

Se tomaron muestras de 18 pacientes con diferentes
manifestaciones clinicas de candidiasis, como sigue:
8 pacientes con candidiasis oral y los 10 restantes con
candidiasis en piel, unas y flujo vaginal. Con el fin de
aislar Candida, se realiz6 un raspado en el area afec-
tada, cultivando el material asi obtenido en Agar-
Sabouraud y Mycosel. Para la clasificacién de las
levaduras se realizaron pruebas fisiologicas como la
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produccion del tubo germinal (Fig. 1) prueba especi-
fica para C.albicans y la prueba de asimilacion de
azucares (Fig. 2). Para la experimentacion se empled
una cepa escogida al azar de C.Albicans aislada de
mucosa oral; para su mantenimiento se repicé en
tubos con Agar-Sabouraud cada 15 dias y para cada
uno de los experimentos se emplearon cultivos de 48
horas de crecimiento disponiéndose asi de levaduras
jovenes en igual fase de crecimiento.

FIGURA # 1
Prueba fisiolégica, ésta es especlfica para C.albicans.
Obsérvese la produccion del tubo germinal, vista la mezcla
en un microscopio de luz.
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FIGURA # 2
Prueba de asimilaciéon de azucares, este patron,

corresponde a Candida albicans. El carbohidrato
asimilado se tomma amarillo considerando positivo y es
negativo aquel que no sufre variacién de su color purpura
original.

Obtencion de las placas de acrilico termocurable.

Se escogieron dos tipos de acrilicos, ambos termo-
curables. Elacrilico “A" de fabricacién nacional y el “B"
de fabricacion norteamericana. Se confeccionaron
laminillas de 2.6 centimetros de largo, 1.1 centimetros
de ancho y un espesor de 0.1 centimetro (Fig. 3); se
siguié el mismo procedimiento que se utiliza para la
elaboracion de una prétesis total.

FIGURA # 3
Placas de acrlflicos termocurables de 2.6 cms de largo, 1.1
ems de ancho y 0.1 cms de espesor.

Determinacion de la esterilidad del acrilico

Para comprobar que el acrilico de las protesis esta
libre de microorganismos se cultivaron estos materia-
les en Agar-Sabouraud y se observaron durante 96
horas. Una vez comprobado que los acrilicos estaban
estériles, se consideraron aptos para proceder a la
inoculaciéon con C.albicans.

Determinacion de la adherencia de la Candida al-

bicans al acrilico

Para comprobar la existencia de dicha adherencia fue
necesario idear un método diferente al usual de tin-
cion, dada la opacidad de la muestra y que permitiera
establecer parametros que asegurasen la reproduci-
bilidad y confiabilidad de la investigacién (Fig. 4.1 y
4.2). Para ello se sumergié en suspensiones de la
cepa anteriormente descrita y a concentraciones de
1.4 x 10° cel/ml, 1.4 x 102 cel/ml y 1.4 x 10 cel/ml; la
incubacién se hizo en lapsos de tiempo variables
desde 15 hasta 90 minutos (Fig 5.). Una vez transcu-
rrié el tiempo de incubacién, las placas de acrilico
fueron sacadas de la suspension y lavadas tres veces
con PBS (Ph 7.2) estéril durante 5 minutos cada vez.
Esto con el fin de eliminar las levaduras no adheridas
a las placas.
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Realizacion de la siembra para el recuento de
colonias

Se diseé un método que permitiera el recuento pre-
ciso e individual del nimero de C.albicans adheridas a
las placas de acrilico. Este consistié enimprimirenun
medio de cultivo (Agar-Saboraud) seis huellas conse-
cutivas con cada placa de acrilico, ejerciende cierta
presién sobre el medio y conservando un orden pre-

ciso (Fig. 4).

Lectura de los cultivos

A las 48 horas de marcadas las huellas, se hizo el
recuento del nimero de colonias que hubieran crecido
en el sitio correspondiente a cada huella.

48 horas después de realizadas las huellas sobre el medio
de cultivo para proceder al recuento de colonias adheridas

por huella.

FIGURA # 4.1
Método que se disené para poder hacer una evaluacion de
la adherencia de la C.albicans al acrflico, consiste en
imprimir sobre el Agar-Sabouraud seis huellas con cada
placa de acrlflico.

FIGURA #4.2
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FIGURA # 5

Con cada solucion (1.4 x 10° cel/ml, 1.4 x 10° cel/ml y 1.4 x
10" cel/ml) se realizé con los tres tiempos de incubacién
siguiendo el mismo procedimiento. Después del tiempo de
incubacion se realizan los tres enjuagues con PBS estéril
durante 5 minutos cada uno. Posteriormente se realizé la
siembra de los cultivos.

ESTUDIOS DEL EFECTO DE LOS LIQUIDOS INHI-
BIDORES SOBRE LA ADHERENCIA DE LA CAN-
DIDA ALBICANSEN LASPROTESIS DE ACRILICO

Se utilizé la misma cepa de C.albicans con cultivos
de 48 horas de realizado su repique.

Liquidos inhibidores utilizados
Se emplearon las siguientes sustancias:

1) Hipoclorito de Sodio, conocido comercialmente
como Clor-dental antiséptico (Laboratorio Centro-
quimico Medellin).

2) Cloruro de Benzalconio, con nombre comercial de
Neobac (Neobac Colombiana Ltda.).

3) Agua Bicarbonatada.

Se sumergieron las placas en estas sustancias du-
rante 90 minutos. Transcurrido este tiempo se lavaron
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con agua estéril y luego se incubaron auna concentra-
cion de 1.4 x 10° cel/ml durante 60 minutos para
permitir la adherencia. Para esto se disefi6 un metodo
en el que se inocularan los dos tipos de acrilico,
procesando simultdneamente placas tratadas con
algun inhibidor y placas no tratadas, obteniendo de tal
forma que todos los acrilicos estuvieran sometidos a
las mismas variables (Fig. 6). El procedimiento se
siguié segun la numeracion y el tiempo de incubacion
se contabilizé desde el momento de introducir la placa
que correspondia a la posiciéon A1 (placa de acrilico de
producciéon nacional tratada con algun liquido inhibi-
dor) y se continia con la B2 (placa de acrilico de
produccion extranjera tratada con algun inhibidor) y
asi sucesivamente hasta B20.
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FIGURA # 6

Esquema del diserio de experimentacién para la incubacion
de |as placas de acrllico (A y B) en una solucién de 1.4 x 107
cel/ml. Las dos primeras hileras corresponden a las placas
de acrllico tratadas con algun liquido inhibidor. Las dos
restantes corresponden a las placas de acrllico no tratadas,
o0 sea grupos controles. Esta secuencia se realizé de forma
rigurosa siguiendo la numeracién para involucrar todas las
variables estudiadas; siempre comenzando por la Af,
siguiendo por la B2 y asl sucesivamente hasta la B20 para
la incubacién de cada una de las placas de acrlflico.

FIGURA # 7

La forma de realizar los cultivos correspondientes al diserio
de experimentacion respetando siempre su orden,
comenzando desde la A1 y realizando con esta las sels
huellas correspondientes a él continuando con la B2 y asf
sucesivamente hasta la B20. De esta forma estdn listas
para realizar el conteo del nimero de colonias adheridas
por huella en cada uno de los cultivos.

Después de transcurrido el tiempo de incubacién, se
realizaron tres lavados con PBS, conservando el
mismo orden. Luego se sembraron las placas en el
medio de cultivo (Agar-Sabouraud), realizando con
cada una de las placas 6 huellas (Fig. 7). Posterior-
mente (48 horas después de realizadaslashuellas), se
contaron las colonias por huella. En esta forma se
realizaron dos series de huellas por cada inhibidor.

Para el analisis estadistico se utiliz6 el Test de Student
con un 95% de confiabilidad siendo los hallazgos
significantes cuando p es menor o igual a 0.005.

RESULTADOS:

El primer resultado importante fue comprobar que el
acrilico de las prétesis estaba libre de microorganis-
mos.
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Se observé que las placas controles presentaban
recuentos de colonias muy semejantes en todos los
experimentos y para cada tipo de acrilico (Tabla 1y 2).
Ademas se observé una adherencia inferior al acrilico
de fabricacién norteamericana, pero no hubo una
diferencia estadisticamente significativa entre un acri-
lico y otro. Como era de esperarse, los recuentos de
colonias fueron mayores en la huella 1; las huellas
restantes produjeron menor numero de colonias. De
los tres productos utilizados como inhibidores, uno (el

agua bicarbonatada) no ejercié ningun efecto sobre el
control de la adherencia, se encontro una diferencia
estadisticamente significativa, con un efectoinverso al
esperado (Tabla 1 y 2). En efecto, los recuentos de
colonias en las placas tratadas con este producto
fueron aun superiores a los de las placas controles,
este hallazgo se observo en las dos primeras huellas
pero no en las restantes. Ademas losrecuentos de las
placas en agua bicarbonatada fueron los mas altos de
todo el grupo, en todas las huellas.

TABLA #1

PLACAS DE ACRILICO “A” TRADADAS VS. CONTROLADAS CON DIFERENTES
AGENTES INHIBIDORES Y LOS RECUENTOS DE COLONIAS

ACRILICO “A"
CLORURO DE HIPOCLORITO AGUA
BENZALCONIO DE SODIO BICARBONATADA

PLACAS TRATADAS 32.88 2.22 72.00

VRS :
PLACAS CONTROL 32.77 32.44 33.77
P 4956 .0000033 .0004
TABLA #2

PLACAS DE ACRILICO “B” TRADADAS VS. CONTROLADAS CON DIFERENTES
AGENTES INHIBIDORES Y LOS RECUENTOS DE COLONIAS

ACRILICO “B”
CLORURO DE HIPOCLORITO AGUA
BENZALCONIO DE SODIO BICARBONATADA
PLACAS TRATADAS 8.88 1.44 46.55
VRS
PLACAS CONTROL 24.00 22.33 22.77
P .004 .00005 .001
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Con respecto a los restantes productos, se observo
que el Hipoclorito de Sodio fue el agente que mas
redujo la adherencia a ambos acrilicos. El nimero de
colonias adheridas a las placas fue inferior al 6.9% de
aquellas adheridas a las placas control, se encontrd
una diferencia estadisticamente significativa en am-
bos acrilicos con valores de p muy inferiores a 0.005
(Tablas 1y 2).

En caso del Cloruro de Benzalconio, la diferencia entre
las placas controles y las tratadas, no fue significativa
en el caso del acrilico nacional, (Tabla 1). En cambio
en el acrilico “B", el recuento de colonias fue menor,
con un valor de p=0.004 (Tabla 2). Durante todos los
experimentos el acrilico “B" presenté una menor adhe-
rencia que el “A", pero tal diferencia no fue significativa
estadisticamente.

DISCUSION:

El primer resultado de la investigacién fue comprobar
la esterilidad del acrilico, de lo que no se tenia informa-
cién previa; parece importante saber que las protesis
hechas con tal elemento no son portadoras de mi-
croorganismos en elmomento de instalarse enlaboca
del paciente. z

Se comprobé que C.albicans se adheria al acrilico de
las prétesis y esto esta de acuerdo con Samaranayake
y col. (1980), quienes consideraban las prétesis como
un reservorio de infeccién. Es asi como también Lyon
noté que en varios pacientes ocurria crecimiento de
Candida en la prétesis mas que en las mucosas, dato
que fue confirmado por Davenport (1970). Por ultimo
McCourtie y Douglas (i984), realizaron estudios don-

de concluyeron que existe un crecimiento similar, tanto
en las prétesis de acrilico como en las células epitelia-
les. Los resultados confirmaron que C.albicans se
adhiere facilmente al acrilico ya que en las placas de
este material que no fueron tratadas, el promedio de
colonias adheridas fue de 30 para la huella 1.

La incorporacion de fungicidas al material o la inmer-
sién periodica de la protesis en una solucion limpiadora
o fungicida no es completamente exitoso, ya que no
hay inhibicién del crecimiento de lalevadura (Masellan
y Dolan 1975). Como se observo en esta investiga-
cion, el agua bicarbonatada no mostré ningun efecto
inhibidor y el Cloruro de Benzalconio presentounabaja
inhibicién en el acrilico de produccién extranjera y
ningun efecto en el de produccion nacional.

Algunos agentes tales como agua a 60°C, Cloruro de
Benzalconio, Glutaldehido, Hipoclorito de Sodio y el
Undecilinato de Zinc, agentes limpiadores, destruyen
colonias de C.albicans en 15 minutos, conside-
randose su empleo como una medida efectiva para
evitar el crecimiento de la levadura en las protesis
dentales (Masellay Dolan 1975; Devenport 1970). De
las tres sustancias estudiadas en esta investigacion
solo el Hipoclorito de Sodio mostré ser eficaz en el
control de dicha adherencia.

Por ultimo, el método disenado y utilizado para la
realizacion de esta investigacion resulté ser efectivo
para el estudio de la adherencia de la Candida albi-
cans al acrilico de las prétesis orales.

Ademas se observé que los controles proporcionaban
recuentos muy similares y por lo tanto, el experimento
es altamente reproducible y los hallazgos confiables.
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