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INTRODUCCIÓN 

En Chile se estima que la población mayor de 60 años corresponde al 17% de 
la población nacional y se espera que para el año 2020 aumente aproximadamente al 
21%1. Del total de la población mayor de 65 años, alrededor del 63.2% es portador de 
prótesis removible1. Estudios mencionan que dos tercios de los individuos que portan 
prótesis removibles pueden sufrir estomatitis subprotésica2 la cual es una enfermedad 
de etiología multifactorial3 y se describe como una proliferación fibroepitelial de la 
mucosa de paladar duro en contacto con prótesis dentales mucosoportadas, asociada 
al desajuste de la base acrílica o metálica, edad avanzada del usuario, prótesis de 
larga data, higiene oral deficiente y hábitos de uso de las prótesis4, así como también 
se relaciona con infección bacteriana y fúngica2, siendo mayoritaria la presencia 
de  Candida, con mayor prevalencia la especie Candida albicans2. Además en las 
últimas décadas, Chile se ha consolidado como el mayor productor de cobre a nivel 
mundial5, produciendo gran interés en su uso como material de auto desinfección en 
el área médica, ya que múltiples estudios han demostrado efectividad del cobre contra 
una serie de bacterias y hongos, entre ellas Candida albicans5,6,7,8,9,10,11,12,13,14. Por lo 
anterior, se ha convertido en un foco de atención para estudios recientes en el área de 
odontología sobre su posible uso como tratamiento en casos de estomatitis 
subprotésica a través de la desinfección de prótesis removible acrílica15. 

Si bien existen una gran cantidad de estudios que explican el mecanismo de 
acción y efectividad del cobre contra Candida albicans6,17,18 o la efectividad del mismo 
en conjunto con otros complejos7,8,10,11,12,13,14,hay pocos estudios respecto a su empleo 
en la práctica odontológica. En el área de prótesis removible podemos encontrar 
estudios recientes donde se comparan diferentes desinfectantes versus el uso de 
partículas de cobre inmersos al interior de la estructura acrílica15, pero existe poca 
evidencia del efecto del cobre como desinfectante en solución.   Es por este motivo, 
que este estudio propone comparar un agente desinfectante en base a cobre en 
solución con similares características respecto a su presentación versus 
desinfectantes recomendados por el MINSAL1,19. 

Dentro de la revisión de la literatura, la mayor parte de los estudios encontrados 
analiza el efecto antifúngico del cobre sobre la Candida albicans. En éstos, el método 
más utilizado para medir la sensibilidad antimicrobiana se basa en el método de 
difusión por discos, en el que se mide la aparición del halo de inhibición, midiendo de 
esta forma la acción directa del cobre como antifúngico sobre Candida albicans6,7,10, 
pero no se considera el medio en el que se encontraría, lo que es trascendental  en la 
práctica clínica odontológica. Es por esto, que además de cambiar la presentación del 
desinfectante en base a sulfato de cobre, se plantea una modificación para el estudio 
de sensibilidad, ya que se busca determinar la eficacia del efecto del desinfectante en 
el uso de prótesis removible, midiéndose sobre acrílico de termocurado inoculado con 
Candida albicans, lo que sería un acercamiento más próximo a la realidad clínica 
actual. 
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Finalmente, el objetivo de este estudio es evaluar la efectividad antimicótica in 

vitro de un desinfectante a base de sulfato cobre en placas de resinas acrílica de 
termocurado en cultivos de Candida albicans. 

 

MARCO TEÓRICO 

1.- Aspectos demográficos. 

I. Situación del adulto mayor en Chile. 

En los últimos años, se ha producido un envejecimiento de la población en Chile, 

estimándose que la cantidad de adultos mayores de 60 años corresponde a 2.679.910 

personas, correspondiendo al 17% de la población nacional, y para el año 2020 

aumentará a un 21% llegando a 3.271.990 personas1,20. Del punto de vista de la 

odontología, según datos del MINSAL, los adultos mayores de la Región Metropolitana 

muestran un aumento en la mantención de sus dientes, siendo que, en 2008, el 80% 

de adultos de 65-74 años mantenía algunos de sus dientes, con un promedio de 12 

dientes presentes 1. La última Encuesta Nacional de Salud revela que un 27,8% de la 

población chilena presenta dentadura completa y que los desdentados totales 

alcanzan un 33,4% si se consideran ambos maxilares21,22. 

Debido al aumento del edentulismo, se observa un incremento del uso de 

prótesis removibles ya sean totales o parciales.  Del total de la población mayor de 65 

años, un 37,1% es portador de prótesis removible maxilar (25,3%) o mandibular 

(0,8%)20, siendo que, sólo durante el año 2002, se realizaron 18.245 prótesis 

removibles en los servicios públicos del país21. 

II. Patologías más prevalentes, lesiones paraprotéticas 

Las lesiones orales en pacientes portadores de prótesis removibles en Chile 

han sido poco estudiadas23, en consecuencia, son escasos los estudios que permitan 

conocer la prevalencia de estas patologías, incluyendo la estomatitis subprotésica, que 

es una de las lesiones más frecuentes en pacientes portadores de prótesis 

removibles24. 

En 2003 Espinoza et al. reportaron que en Santiago de Chile un 53% de los 

adultos mayores presentan una o más lesiones de la mucosa oral, siendo la más 

frecuente la estomatitis subprotésica con una prevalencia del 22,3%25.Dos tercios de 

los individuos que portan prótesis removibles pueden sufrir de estomatitis 

subprotésica2, la cual está asociada al uso de prótesis removible, ya sea total o parcial, 

y que corresponde a lesiones erosivo-ulcerosas de alta prevalencia,  entre 22,3 - 

29,6%25,26,27. 

Respecto a su etiología, la mayoría de los estudios reportan que es 

multifactorial24,28, sin embargo, se puede asociar a las siguientes causas: trauma de la 

mucosa generado por la prótesis removible, higiene deficiente y acumulación de 

biofilm, reacción de hipersensibilidad a los materiales de la prótesis, factores dietéticos 
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(incluyendo los que causan deficiencias hematológicas), infección micótica y factores 

sistémicos28. 

 

2.- Consideraciones básicas de la prótesis removible. 

I. Aspectos generales 

En odontología, el término prostodoncia o rehabilitación oral se aplica tanto a la 

especialidad que se encarga de las prótesis dentales, como a las herramientas que se 

utilizan para el reemplazo de las piezas perdidas, restituyendo en la cavidad oral los 

dientes perdidos mediante dientes artificiales, con el fin de restaurar y mantener las 

funciones del sistema estomatognático, y el bienestar del paciente, aumentando la 

capacidad masticatoria, mejorando la estética y la función fonética29,30,31. 

II. Clasificación de prótesis removible 

a. Prótesis removible total: Son aquellos aparatos protéticos elaborados para 

pacientes totalmente desdentados. Tienen como componentes piezas dentales 

artificiales que se encuentran fijas a una base acrílica mucosoportada, 

presentando una superficie interna, la cual está en contacto con la mucosa de 

la cavidad oral29,32.  

b. Prótesis removible parcial: Son aquellos aparatos protéticos elaborados para 

pacientes desdentados parciales. Tienen como componentes una base 

metálica o acrílica y elementos de anclaje, pueden ser mucosoportadas o 

dentomucosoportadas29,32. 

c. Prótesis implantosoportada y retenida: Aparatología protésica que puede ser 

soportada y retenida de forma parcial o total por implantes, pueden ser fijas o 

removibles. Consta de una estructura protésica anclada a implantes colocados 

previamente dentro de los huesos maxilares, mediante cemento, tornillos o 

aditamentos con el objetivo de recuperar su función y estética33. 

III. Resina acrílica 

Las resinas acrílicas para prótesis removibles se pueden obtener a partir de 

copolímeros de poliestireno vinilo, sin embargo, las más usadas actualmente están 

compuestas a base de metacrilato de metilo y polimetacrilato de metilo, componentes 

que al reaccionar se polimerizan, dando como resultado un plástico duro de color 

similar al de los tejidos orales, representando un 95% de los plásticos usados para 

fabricar prótesis29. La polimerización del acrílico se puede efectuar a través de dos 

medios: físicos (con radiación o calor) y químicos. 
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a. Acrílico de autocurado 

Son denominados productos de autocurado o de curado en frío, las resinas 

acrílicas que presentan un iniciador, el peróxido de benzoilo, cuya función es 

reaccionar con el polvo para producir radicales libres que inician la polimerización del 

material acrílico a temperatura ambiente, al cual se añade también activadores 

químicos que son las aminas terciarias34,35,36. 

b. Acrílico de termocurado: 

Consisten en la unión de un monómero (líquido) y un polímero (polvo) los cuales 

deben mezclarse al igual que las resinas acrílicas de autocurado, pero para completar 

el proceso de su polimerización requieren de una fuente de calor externa, siendo 

utilizado generalmente el calor húmedo o baño de agua, en el cual es necesario dejar 

hervir una mufla con el aparato protésico a una temperatura de 65°C por un lapso de 

1-2 horas. Este método de polimerización es uno de los más usados actualmente, 

debido a que contiene menos monómero de metilmetacrilato sin reaccionar, lo que 

reduce la irritación tisular tras la colocación inicial de la prótesis en cavidad oral, 

además de ser uno de los métodos de polimerización más exactos y presentar una 

resistencia relativamente elevada a la fractura por fatiga35,36. 

3.- Estomatitis subprotésica (ESP). 

Corresponde a un proceso inflamatorio que afecta la mucosa bucal subyacente 

a una prótesis removible parcial o total y restringido al área que cubre 28. Se caracteriza 

por un área eritematosa, área ulcerada o proliferación fibroepitelial provocada por la 

base protésica. De etiología multifactorial y asociada principalmente a procesos 

infecciosos como candidiasis37,38,39,40. 

Se produce mayoritariamente en pacientes de edad avanzada, siendo la lesión 

de mucosa oral más frecuente en las personas mayores de edad25. No presenta 

sintomatología asociada, pero en algunos casos está acompañada de ardor y 

prurito37,38,40, afectando con mayor frecuencia la mucosa palatina2. 

 

I. Clasificación  

a. Newton 196241 

• Tipo I: Estomatitis protésica localizada simple. El uso de prótesis mal ajustadas 

produce obstrucción de los ductos salivales. Es una inflamación localizada y 

mínima, con presencia de petequias. Se relaciona al trauma producido por la 

prótesis.  

• Tipo II: Inflamación simple generalizada. Inflamación difusa que aparece en la 

superficie de soporte de la prótesis. Aparece con eritema, edema y puede 

presentar sangramiento. La mucosa se encuentra hiperémica, lisa y atrófica. 

Corresponde al tipo más común de ESP. Se encuentra demarcada por los 

bordes protésicos.  
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• Tipo III: Estomatitis protética granular o papilar hiperplásica. La mucosa tiene 

aspecto granular irregular o nodular. Se ve engrosada, pudiendo dar aspecto 

aterciopelado o papilar. Hay inflamación intensa e hiperemia. Puede aparecer 

en todo el paladar o solo en el centro. 

Los tipos II y III tienen relación a procesos infecciosos, a diferencia del tipo I que se 

relaciona a trastornos traumáticos. 

b. Moreira et al. 198942 

• Grado I: Lesiones clínicas caracterizadas por signos inflamatorios mínimos, 

generalmente asintomáticos. Pueden aparecer áreas hiperémicas localizadas o 

en forma de pequeños puntos eritematosos. 

• Grado II: Lesiones francamente inflamatorias, pueden llegar a observarse los 

contornos de la prótesis. La superficie mucosa es roja brillante, aparecen áreas 

eritematosas difusas.  

• Grado III: Lesiones constituidas por una mucosa gruesa de gránulos irregulares, 

que pueden tener aspecto aterciopelado o papilar.  

 

II. Etiología y factores de riesgo 

No existe evidencia concluyente de la etiología de ESP, pero se sabe que es 

multifactorial, principalmente asociada a levaduras del género Candida, en especial 

Candida albicans37,43,44. 

a. Candida albicans 

Las levaduras del género Candida corresponden a más de 350 especies, pero 

solo algunas de ellas están implicadas en infecciones humanas45, se encuentran 

presentes en la flora normal de piel, mucosas y aparato gastrointestinal2. 

Se ha descubierto que Candida albicans, es capaz de crecer en rangos de pH 

2 a 1046, Candida albicans ha sido aislada en distintos sitios anatómicos que varían en 

pH incluyendo estómago (pH 2)47, vagina (pH 4-5)48 y mucosa oral49, sugiriendo la 

adaptación al pH ambiental siendo fundamental en la patogenicidad de Candida 

albicans. Esto puede explicarse por una adaptación por parte de la pared celular de 

acuerdo al pH en el que se encuentra. En condiciones ácidas se demostró una pérdida 

de la estructura organizacional de la pared celular más externa, teniendo una 

apariencia menos fibrilar46, por otro lado, a pH alcalino se promueve el crecimiento de 

hifas en Candida albicans50. 

La levadura Candida es la causa más común de infecciones por hongos, siendo 

Candida albicans la cuarta causa de infecciones micóticas crónicas en la mucosa8,43 y 

es señalada generalmente como agente causal de ESP, pudiendo existir otras 

especies microbianas involucradas28. Esta levadura coloniza el borde y la superficie 

de la placa microbiana presente en la prótesis, generando sustancias altamente 
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irritantes que pueden desencadenar la lesión. Es la especie aislada con mayor 

frecuencia en casos de estomatitis subprotésica a partir de muestras clínicas51. 

b. Otros factores de riesgo 

Además de la presencia de Candida albicans, existen diversos factores que 

pueden afectar el desarrollo de ESP, los que pueden ser clasificados como: 

• Factores sistémicos: 

o Disminución en el flujo salival y variación de pH52. 

o Enfermedades crónicas53,54. 

o Dieta escasa en nutrientes o alta en carbohidratos52. 

o Enfermedades degenerativas52. 
o Pacientes inmunosuprimidos52. 

 

• Factores locales: 

o Mecánico. Debido a trauma protésico53,55,56,57. 

o Método de higiene. Una mala higiene favorece la acumulación  de 

placa bacteriana potenciado el desarrollo de organismos 

oportunistas 43, 58, además el ambiente ácido producido por éstos 

microorganismos contribuye a la aparición de ESP25.  

o Tiempo de uso. Uso continuado de la prótesis y en especial 

nocturno23. 

o Prótesis antiguas. El deterioro de las prótesis aumenta las 

probabilidades de ESP23,44. 

o Alergia al material de la base protésica. Sensibilidad a los 

materiales de confección de la base protésica que producen 

irritación de la mucosa en contacto con la prótesis57. 

o Reacción irritante. Productos para higienizar la prótesis pueden 

producir una reacción irritativa si no son bien enjuagados55,57,58,59.  

o Microbiano. Producto de toxinas generadas por el biofilm o por 

infección micótica, en especial por presencia de Candida 

albicans57. 

 

• Otros factores 

o Combinaciones de factores previos57. 

o Cigarrillo43,56,59. 

o Edad25,60. 

o Consumos de alimentos calientes con la prótesis puesta60. 

o Aspectos propios de la prótesis52. El acrílico debido a su porosidad 

funciona como un reservorio de diversos microorganismos61. 

o Origen desconocido57. 
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III. Diagnóstico 

El diagnóstico se realiza principalmente según hallazgos clínicos, donde se 

observa una mucosa eritematosa y edematosa que puede encontrase localizada, 

difusa o de aspecto papilar, subyacente al aparato protésico. En ocasiones puede 

presentarse con placas blancas que salen al raspado. El diagnóstico considera las 

características propias de cada paciente62. 

ESP es considerada una lesión oral asociada a candidiasis oral, en especial a 

Candida albicans. Su presencia puede ser confirmada por observación directa al 

microscopio y/o mediante su aislamiento en cultivo62. La resolución de la lesión, luego 

de la instauración del tratamiento en un periodo de 1 a 2 semanas, confirma el 

diagnóstico63. 

 

IV. Tratamiento   

Debido su etiología multifactorial, es preciso identificar y corregir los factores 

predisponentes y tratar la infección26. Generalmente se realiza mediante el control de 

placa, eliminación del uso nocturno y terapia antifúngica62,64. Es por este motivo que 

se han planteado diversas opciones de tratamiento: 

a. Control de placa: Mejorando la higiene bucal, la limpieza de la prótesis y 

desalentando a los pacientes a usar sus prótesis en la noche. Se 

recomienda sumergir el aparato protésico durante la noche en una 

solución antiséptica65. 

b. Eliminación de factor traumático: Mediante el reemplazo de prótesis 

antiguas, la eliminación de irregularidades anatómicas y/o restableciendo 

una oclusión atraumática37. 

c. Siliconas o acondicionadores de tejidos combinados con agentes 

antifúngicos37,66,67. 

d. Terapia farmacológica antifúngica: 

• Tópica: Se utiliza en fases iniciales38. 

• Sistémica: Se sugiere para pacientes inmunosuprimidos. También se 

utilizan en casos con mayor complejidad, que no responden al 

tratamiento tópico38. 

La terapia farmacológica tiene una amplia variedad de opciones, entre los que 

se encuentran: 

• Anfotericina B38. Presentación en tabletas, cremas o enjuagues. Se une a la 

membrana de Candida desencadenando muerte celular68. Tiene sabor 

desagradable que afecta el cumplimiento del tratamiento por parte del 

paciente62,68. 
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• Nistatina38,68. Presentación en suspensión oral o enjuagues y comprimidos25. 

Tiene poca absorción al ser ingerida y un sabor desagradable que afecta el 

cumplimiento del tratamiento del paciente68. 

• Clorhexidina: Efectiva en la reducción de la formación y crecimiento de 

biopelículas por Candida69,70. 

• Fluconazol: De uso sistémico, se utiliza cuando la estomatitis no responde al 

tratamiento tópico o en pacientes inmunosuprimidos71. 

 

Tratamiento recomendado por Ministerio de Salud 

El tratamiento recomendado por el MINSAL para ESP sugiere controlar factores 

irritativos65, reforzar medidas de higiene oral y protésica72, indicar antimicóticos tópicos 

y sistémicos frente a sospecha de infección fúngica72. 

Dentro de las medidas de higiene oral y limpieza del aparato protésico, indica 

que las prótesis deben mantenerse limpias, mediante la combinación de métodos 

mecánicos (cepillado con agua, jabón, dentífricos o abrasivos y tratamiento de 

ultrasonido) y de métodos químicos (uso de hipocloritos, peróxidos, enzimas, ácidos y 

enjuagues para prótesis)1. 

Para la limpieza diaria recomienda remover y limpiar las prótesis con un cepillo 

suave, pasta dental y depositarlas en un recipiente con agua pura, enjuagándose la 

boca después de su uso. También enjuagatorios de clorhexidina al 0.12%, limpieza de 

la mucosa bucal con un cepillo suave embebido en clorhexidina o enjuagatorios con 

agua y sal al 0.9% (agregando media cucharadita de sal en 250 ml de agua fresca). 

La desinfección en casa debe ser realizada 1 vez por semana con 10 gotas de cloro 

en un vaso con agua. En el caso de prótesis metálicas deben dejarse remojar en la 

noche en una solución de clorhexidina, ya que el hipoclorito de sodio causa 

decoloración del metal1. 

 

4.- Agentes desinfectantes de prótesis removible 

 

I. Método de higiene de prótesis removible. 

Las prótesis removibles tradicionales de acrílico de termocurado, constituyen un 

medio favorable para la colonización y proliferación de los microorganismos debido a 

la capacidad de adhesión al polimetilmetacrilato por parte de éstos6,61, razón por la 

cual las prótesis deben mantenerse limpias y libres de residuos alimenticios para evitar 

su colonización, tinciones, mal olor o inflamación de la mucosa de soporte6,73. 

Algunos autores han observado que la higiene de los pacientes no siempre es 

la más adecuada, esto se debe a la falta de orientación por parte del tratante, 

negligencia del paciente o una capacidad motriz disminuída6,74. Además, las 
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características, tipo y calidad del acrílico de las prótesis, defectos en su confección o 

la ineficiente capacidad de limpieza de productos comerciales, pueden favorecer la 

formación del biofilm y evitar su correcta remoción6,74. 

De acuerdo a la literatura, los métodos más comunes para la limpieza de las 

prótesis removibles se pueden dividir en dos grupos: mecánicos y químicos75,76. 

 

a. Método mecánico: Si bien este método es sencillo y económico, no es suficiente 

en la remoción de biofilm y es necesario combinarlo con el uso de 

desinfectantes químicos77. 

b. Método químico: Es el más popular y eficaz para la limpieza de prótesis, 

respecto al control y prevención de estomatitis subprótesica asociada a Candida 

albicans, en relación al método mecánico77. Los desinfectantes se clasifican 

como peróxidos alcalinos, hipocloritos alcalinos, ácidos, desinfectantes y 

enzimas27. La efectividad depende de la concentración, tiempo de exposición y 

pH. Por otra parte, la concentración bacteriana, concentración del desinfectante 

y tipo de material expuesto al desinfectante son factores que afectan el tiempo 

de desinfección protésica73. 

Se ha reportado que sumergir las prótesis por unos minutos diariamente en 

clorhexidina, produce una reducción del ardor de la mucosa en pacientes con 

estomatitis subprótesis, sin embargo, puede haber recurrencia si es suspendido el 

tratamiento27. 

 

II. Desinfectantes antimicóticos 

a. Clorhexidina: 

Antiséptico de acción rápida y de amplio espectro, de pH 5.5 a 7, no irritante, de 

baja absorción en piel y mucosas y baja toxicidad sistémica78. Indicado para las 

afecciones secundarias a intervenciones odontológicas, lesiones bucofaríngeas 

bacterianas, micóticas o herpética, prevención de caries y halitosis. Ayuda al control 

bacteriano asociado con inflamación gingival, sangrado y úlceras79. 

 

Debido a sus propiedades catiónicas se une a la hidroxiapatita del esmalte, a la 

película adquirida y a las proteínas salivales lo que le otorga la propiedad de 

sustentabilidad y liberación gradual durante 8 a 12 horas68,73. 

Se disocia a un pH fisiológico, formando una molécula cargada positivamente, 

capaz de unirse a la pared bacteriana y otra molécula cargada negativamente, 

alterando su equilibrio osmótico. Dependiendo de su concentración será el efecto que 

producirá en la célula, a bajas concentraciones produce un aumento de la 

permeabilidad y filtración de los componentes intracelulares y sustancias de bajo peso 

molecular como fósforo y potasio, lo que genera un efecto bacteriostático. En 

concentraciones más altas, produce la precipitación del citoplasma bacteriano y 

muerte celular generando un efecto bactericida73,78. 
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b. Hipoclorito de sodio 

 

Compuesto halogenado, altamente alcalino (base fuerte de pH 11 a 11.5), 

utilizado como agente desinfectante e irrigante80. Líquido claro, pálido, verde-

amarillento y con fuerte olor a clorito e irritante de piel y mucosas73,78. Fuerte 

saponificador y solvente sobre el tejido necrótico, componentes salivales73,81 y restos 

orgánicos, además de ser un potente antimicrobiano de amplio espectro contra 

bacterias grampositivas y gramnegativas, esporas, virus lipófilos e hidrófilos y 

hongos78,81. Presenta un efecto de acción rápida pero no prolongada73. 

Su forma activa es el ácido hipocloroso no disociado (HOCl)82, presenta 

capacidad oxidativa sobre grupos sulfihidrilo (-SH) de aminoácidos y proteínas73,83,84, 

produciendo la inhibición de sistemas enzimáticos bacterianos. Además, contribuye 

con la inactivación de componentes de la pared bacteriana, deshidrata y solubiliza las 

proteínas. 

 

c. Nistatina 

Agente antimicótico producido por cultivos de Streptomyces noursei81,85, 

relativamente tóxico, presenta un pH 6.5 a 8. Puede inducir náuseas, vómitos 78, 85, 81 

e irritaciones en la piel79, por lo tanto, se indica para el tratamiento de infecciones 

mucocutáneas producidas por las distintas especies de Candida  en boca, esófago y 

vagina79,81 como profilaxis de candidiasis en pacientes inmunodeprimidos79 y en la 

prevención del desarrollo de sobreinfecciones como consecuencia del tratamiento con 

antibióticos de amplio espectro.  

Es un polvo higroscópico amarillo que se ve alterado por la exposición 

prolongada a la luz, calor o aire y se descompone de manera gradual por arriba de los 

160ºC78. Posee una función fungistática o fungicida según su concentración81. 

En el caso de estomatitis se usa vía oral, ya en sea en suspensión o tabletas y 

su aplicación es de 2 a 3 veces al día en adultos79, el tratamiento se prolonga hasta 

48 horas después de desaparecidos los síntomas. En estomatitis se recomienda 

mantener en la cavidad oral el mayor tiempo posible81. 

 

d. Cobre 

• Aspectos generales 

Actualmente, las características del cobre son conocidas y valoradas por facilitar 

el funcionamiento de la sociedad moderna; por consiguiente, tiene un amplio uso en 

áreas industriales, informáticas, telecomunicaciones, entre otras. Es por esto que la 

presencia del cobre en la actividad humana y su consumo a nivel mundial es del orden 

de los 18 millones de toneladas anuales86. 

El cobre es un micronutriente para organismos aerobios, tanto procariotas como 

eucariotas 87. Al actuar como enzima cofactor esencial, impulsa procesos y estudios 
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bioquímicos significativos que han determinado sus propiedades biocidas en la 

prevención y el control del crecimiento de una amplia variedad de 

microorganismos12,88,89. Dentro del área médica ha cobrado importancia como 

antimicrobiano, mediante su incorporación a la infraestructura hospitalaria como 

elemento de ayuda contra las infecciones. Para Chile, principal productor de cobre en 

el mundo, es un tema de alto interés90. 

 

• Mecanismo de acción como antifúngico 

El efecto que produce el cobre en contacto con diferentes especies de hongos,  

entre ellas Candida albicans, es mediante un proceso denominado “muerte por 

contacto” el que genera un daño a la membrana citoplasmática, produciendo su 

despolarización y facilitando la entrada de iones de cobre a la célula, lo que amplifica 

su daño11,18,91. Este ingreso de iones de cobre al interior de la célula, puede inducir 

reacciones de radicales libres87 y secundariamente producir un aumento en el estrés 

oxidativo92. 

  

e. Sulfato de cobre 

Compuesto químico de fórmula CuSO493 que se presenta en 2 formas 

principalmente: sulfato de cobre (I) (sulfato cuproso) y como sulfato de cobre (II) 

(pentahidratado), se encuentra en el comercio como prismas irregulares de color azul 

transparente93,94,95,96y que en contacto con el aire produce una ligera eflorescencia 

blanca, experimentando la fusión acuosa a un calor suave, más soluble en agua 

caliente que en fría. Su sabor es acre, metálico y nauseoso95. 

 

• Sulfato de cobre (I) o sulfato cuproso (Cu2SO4): 

Sal anhidra insoluble de color blanco, en donde el ion cobre se encuentra en 

estado de oxidación +1, siendo muy inestable, su uso es menos frecuente que el 

pentahidratado, en caso de someterse a calor intenso, se descompone en óxido 

cúprico, gas sulfuroso y oxígeno97. La forma anhidra se usa como detector de 

humedad94. 

• Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4·5H2O): 

Fuerte irritante para la piel y las membranas mucosas, incluyendo nariz, 

garganta y ojos, en caso de ingesta puede producir hipotensión, vómitos, 

gastroenteritis hemorrágica asociada con erosión de las mucosas, gusto metálico, 

sensación de quemaduras en el epigastrio y diarrea y depresión del sistema nervioso 

central con coma en los casos graves88.   

Se elabora a partir de una reacción del óxido de cobre III con ácido sulfúrico 

diluido, esta dilución se calienta hasta alcanzar la saturación resultando en el 



 
 

12 

desprendimiento de gas sulfuroso y en la formación de la sal sulfato de cobre 96. 

Posteriormente, se deja enfriar, cristalizando el pentahidratado azul94. 

El sulfato de cobre III se utiliza como preparación de otros compuestos de cobre 

para fabricar fungicidas94, se utiliza como alguicidas93, abonos, pesticidas98, en 

prevención de hongos para plantas97, complemento alimenticio en animales y en 

medicina, entre otros98. En odontología, de acuerdo con Anand et al. se observaron 

que incorporando CuSO4 a compuestos antimicóticos como fluconazol y anfotericina 

B, existe un aumento de la inhibición porcentual de Candida albicans12. 

El pH descrito para el sulfato de cobre pentahidratado es de 3.5 a 4.4 en 

concentraciones de 1% a 10% en agua a 20ºC99. 

 

5.- Pruebas de sensibilidad. 

Existen diferentes pruebas de sensibilidad antimicrobiana, las cuales se basan 

en la evaluación in vitro de la capacidad que tienen diferentes agentes antimicrobianos 

y antifúngico de inhibir el crecimiento de microorganismos. Esta capacidad puede ser 

evaluada por métodos de dilución o difusión100,101,102. 

Actualmente, el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) y el European 

Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) presentan guías para 

susceptibilidad para microorganismos102. Para la determinación de algunos hongos 

filamentosos, CLSI dispone de un protocolo estándar [M38-A]103,104. 

      

I. Test de sensibilidad para determinación de concentración mínima inhibitoria en 
organismos fúngicos (CMI): 

 
El CMI es un método de prueba de susceptibilidad antifúngica disponible para 

detectar la resistencia antimicótica y para determinar el mejor tratamiento contra un 
hongo específico100. La CMI se define como la concentración más baja de un 
antifúngico que inhibe el crecimiento de un microorganismo en un determinado periodo 
de tiempo y se expresa en mg/L6,105.  

 
 

II. Tipos de métodos de susceptibilidad: 
a. Métodos basados en agar:  

El método de difusión por disco es una de las más antiguas técnicas para el 
estudio de susceptibilidad antimicrobiana y continúa siendo una de las más 
ampliamente utilizadas en la rutina de los laboratorios clínicos100. Este método ha 
sido desarrollado y validado sólo en el caso de azoles y equinocandinas para 
Candida102. Se utiliza un inóculo estandarizado a 0.5 McFarland y las placas son 
incubadas a 35º C durante 24 h. Los resultados de la prueba de susceptibilidad 
según los criterios interpretativos de diámetro de zona para especies de Candida 
permiten clasificar los aislados en susceptibles, resistentes, susceptible dosis-
dependiente y no susceptible8. Las pruebas de disco son económicas, fáciles de 
realizar y proporcionan una prueba de detección ideal102. 
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b. Métodos de microdilución en caldo:  
Los métodos de microdilución son el gold estándar en los métodos de 

sensibilidad tanto de levaduras como de hongos filamentosos102. Estos métodos se 
basan en la capacidad de crecimiento fúngico en pocillos de placas de micro 
dilución, las cuales contienen un caldo de cultivo y diluciones seriadas de los 
antifúngicos en el medio líquido, el cual se inocula con un número estandarizado 
de microorganismos y se incuba durante un tiempo determinado105. Las 
desventajas de este método es el prolongado tiempo de espera para los resultados 
(entre 24 y 72 horas), la ausencia de “breakpoints” de varios hongos y fármacos 
antifúngicos, entre otros104. 

 

PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN: 

¿Existe diferencia en la efectividad antimicótica frente a Candida albicans en 
cuerpos de muestra de acrílico de termocurado, de un desinfectante fabricado a base 
de sulfato de cobre, en comparación con nistatina, hipoclorito de sodio y clorhexidina? 

 

OBJETIVO GENERAL  

Evaluar efectividad antimicótica in vitro del sulfato de cobre en cultivos de placas 
de resinas acrílicas de termocurado inoculadas con Candida albicans, frente a 
desinfectantes de nistatina, hipoclorito de sodio y clorhexidina. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) in vitro de un desinfectante 
experimental a base de sulfato de cobre para Candida albicans. 

• Comparar la disminución de unidades formadoras de colonias in vitro de un 
desinfectante experimental a base de sulfato de cobre con uno a base de 
nistatina 100000 UI. 

• Comparar la disminución de unidades formadoras de colonias in vitro de un 
desinfectante experimental a base de sulfato de cobre con uno a base de 
hipoclorito de sodio 0.5%. 

• Comparar la disminución de unidades formadoras de colonias in vitro de un 
desinfectante experimental a base de sulfato de cobre con uno a base de 
clorhexidina 0.12%. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Estudio de tipo experimental analítico, in vitro. Donde se utilizaron cepas de 
Candida albicans (ATCC 90028) del laboratorio de micología de la Facultad de 
Medicina Universidad de Valparaíso, inoculadas en placas de acrílico de termocurado 
de 15x15x2mm, esterilizadas en autoclave y cultivadas en agar Sabouraud en el 
laboratorio de micología de la Facultad de Medicina Universidad de Valparaíso. 
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Para la determinación del tamaño muestral se utilizó el método de la tripleta, 
que consiste en utilizar el menor número impar posible, en este caso 3, para que en el 
caso de alguna diferencia, el tercero en discordia defina el resultado. Con el fin de 
obtener mayor certeza las 3 preparaciones para cada desinfectante fueron triplicadas, 
obteniendo un tamaño muestral mayor y por ende más representativo, utilizando 9 
preparaciones por desinfectante. Por lo tanto, el tamaño total de las muestras fue de 
54. 

Uno de los investigadores se estandarizó en el conteo de UFC mediante un 
ciego simple con un gold estándar (Dr. Rodrigo Cruz, director del departamento de 
micología de la Facultad de Medicina, Universidad de Valparaíso) que consistió en 
contabilizar UFC en 10 sectores de placas de cultivo de Candida albicans en agar 
Sabouraud, los que fueron anotados en una planilla. Procedimiento supervisado por 
otro investigador, quien seleccionó e indicó los sectores a cuantificar. Se obtuvo una 
concordancia de 0.99 según índice de Lin. 

 

1. Variables 

Dependientes: 

Unidades formadoras de colonias (UFC) de Candida albicans, de tipo 
cuantitativa y continua.  

 

Independientes: 

Corresponden a los agentes desinfectantes (Desinfectante de cobre de 4.7 
µg/ml y 9.4µg/ml, clorhexidina 0.12%, nistatina 100000 UI, hipoclorito de sodio 0.5%). 
Variable de tipo cualitativa nominal.  

 

2. Definiciones:  

Efectividad: Se definirá como efectividad de un desinfectante, aquel que logre 
una reducción de unidades formadoras de colonias de Candida albicans con una 
diferencia estadísticamente significativa en comparación al grupo control. 

CMI: Para este estudio CMI corresponde a la concentración más baja del 
desinfectante a base de sulfato de cobre que inhibe el crecimiento de UFC de Candida 
albicans superior a un 90% en un determinado periodo de tiempo y se expresa en 
mg/L. 

 

3. Fase preexperimental  

I. Prueba de inoculación 

3 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado fueron sumergidos en 30 ml 
de caldo Sabouraud con cepa de Candida albicans (ATC 90028) a una concentración 
de 1 MacFarland (Fig.1). Se incubaron por 72 horas a 37°C en estufa de cultivo 
Memmert IN110 (Fig.2).  Pasado dicho tiempo, se retiraron de la estufa y fueron 
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enjuagados de a 3 con 100 ml de suero fisiológico (NaCl 0.9%) por 30 segundos 
(Fig.3). Se procedió a llevar cada cuerpo de muestra a un tubo de ensayo individual 
con 15 ml de suero fisiológico 0.9%, los cuales se sometieron a agitación con Vortex 
Dragonlab MX-F por 60 segundos (Fig.4). Se extrajo 1 ml de cada tubo y fue 
depositado en cada placa de cultivo con agar Sabouraud, donde fue plaqueado (Fig.5) 
y cultivado a 37°C por 72 horas en estufa de cultivo Memmert IN110 (Fig.6). 

 

 

 

La inoculación de los 3 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado se 
determinó visualmente, donde se comprobó si existía o no crecimiento de Candida 
albicans en las placas Petri (Fig.7). 

Figura 1 Figura 2 Figura 3 

Fig.1: Inoculación de 3 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado con caldo 
Sabouraud a 1 MacFarland; Fig.2: Cultivo en estufa Memmert IN110 por 72 horas 
a 37°C; Fig.3: Enjuague de 3 cuerpos de acrílico en 100 ml con suero fisiológico 
NaCl 0.9% por 30 segundos. 

 

Figura 4 Figura 5 Figura 6 

Fig.4: Tubo de ensayo individual con 15 ml de suero fisiológico NaCl 0.9% y 
agitación con Vortex Dragonlab MX-F por 60 segundos; Figura 5: 1ml de suero 
fisiológico NaCl 0.9% depositado en placa de cultivo con agar Sabouraud. Fig.6: 
Cultivo en estufa Memmert IN110 por 72 horas a 37°C.  
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II. Estudio piloto. 

Se realizó un estudio piloto con el objetivo de poner a prueba el protocolo de 
investigación e identificar la variable concentración del sulfato de cobre.  

 

a. Inoculación de cuerpos de muestra: 

15 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado fueron sumergidos en 100 
ml de caldo Sabouraud con cepa de Candida albicans (ATC 90028) a una 
concentración de 1 MacFarland (Fig.8), se incubaron por 72 horas a 37°C en estufa de 
cultivo Memmert IN110 (Fig.9). Pasado dicho tiempo, se retiraron de la estufa y fueron 
enjuagados de a 3 con 100 ml de suero fisiológico 0.9% por 30 segundos (Fig.10). 

 

Fig.7: UFC presentes en placa petri luego de la etapa de cultivo por 72 horas a 

37ºC. 

 

Figura 7 

Figura 8 Figura 9 Figura 10 

Fig.8: Inoculación de cuerpos de muestra de acrílico de termocurado con caldo 
Sabouraud a 1 MacFarland; Fig.9: Cultivo en estufa Memmert IN110 por 72 horas 
a 37°C; Fig.10: Enjuague de cuerpos de acrílico en 15 ml cada uno con suero 
fisiológico NaCl 0.9% por 30 segundos. 
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b. Preparación de desinfectantes: 

• Clorhexidina 0.12%: Colutorio marca Oralgene 0.12% 120 ml (Fig. 
11).Nistatina 100000 UI: Recetario magistral 100000 UI en solución sin 
alcohol 1000 ml (Fig. 12). 

• Hipoclorito de sodio (NaOCl) 0.5%: Marca Anga Ltda. al 2%, se diluyó 25 
ml de hipoclorito de sodio en 75 ml de agua destilada (Fig. 13). 

• Sulfato de cobre 1.4μg/ml: Sulfato de cobre marca Alga Stop 11.8%, se 
diluyó 6.25 μL en 500 ml de agua destilada (Fig. 14). 

 

Grupo control 

Cloruro de Sodio 0.9% FlexPharma (Fig. 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Desinfectantes: Figura 11: Clorhexidina 0.12%, Oralgene 120ml; Figura 12: Nistatina 
100.000UI Recetario magistral 1000ml; Figura 13: Hipoclorito de sodio (NaOCl) 
0.5%, Anga Ltda. al 2%; Figura 14: Sulfato de cobre 1.4μg/ml, Alga Stop 11.8%;  

Figura 11 Figura 12 Figura 13 Figura 14 

Figura 15 

Grupo control: Fig.15: Cloruro de Na 0.9% FlexPharma. 
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c. Desinfección: 

Se dividieron los cuerpos de muestra en 5 grupos, correspondientes a los 
desinfectantes y al control negativo, en tubos de ensayo individuales que contenían 10 
ml del desinfectante respectivo (Fig. 16). Fueron divididas de la siguiente forma: 3 
muestras con suero fisiológico 0.9% (control negativo), 3 muestras con clorhexidina 
0.12%, 3 muestras con nistatina 100000 UI, 3 muestras con hipoclorito de sodio 0.5%, 
3 muestras con sulfato de cobre 1.4 μg/ml (Fig. 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

d. Cultivo post-desinfección 

Transcurrido 6 horas se retiraron los cuerpos de muestra de cada tubo de 
ensayo y fueron enjuagados de a 3 con 100 ml de suero fisiológico 0.9% por 30 
segundos (Fig. 18) y se procedió a llevar cada cuerpo de muestra a un tubo de ensayo 
individual con 15 ml de suero fisiológico 0.9%, los cuales se sometieron a agitación 
con Vortex Dragonlab MX-F por 60 segundos (Fig. 19). Posteriormente se extrajo 1ml 
de cada tubo y fue depositado en cada placa de cultivo con agar Sabouraud, fue 
plaqueado (Fig. 20) y cultivado a 37°C por 72 horas en estufa de cultivo Memmert 
IN110 (Fig. 21). 

Figura 16 Figura 17 
Fig.16: Colocación de desinfectante en tubos de ensayo; Fig.17: División de grupos 
de 3 tubos por cada desinfectante. 
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e. Prueba de morfología: 

Se identificó la presencia de Candida albicans mediante la prueba de 
morfología de las colonias, con lupa estereoscópica Zeiss Stemi 2000-C a 40X. Se 
identificaron como colonias de Candida albicans aquellas colonias cremosas de color 
blanco amarillento, lustrosas, poco elevadas y de bordes bien definidos. 

 

f. Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC): 

Previo al conteo se realizó una calibración de uno de los investigadores con un 
gold estándar, para el proceso de conteo de unidades formadoras de colonias (Dr. 
Rodrigo Cruz, Departamento de micología, Universidad de Valparaíso).  

Para el conteo de UFC se utilizó el contador de colonias American Optical 
Darkfield Quebec 3330 (Fig. 22) en el cual se colocaron cada una de las placas Petri 
en la plataforma del contador con una rejilla milimetrada, iluminada mediante un 
sistema de iluminación de campo oscuro y se observó a través de un lente amplificador 
de 1.5X, procediéndose al recuento de UFC mediante el conteo visual-análogo. 

Figura 19 Figura 20 Figura 18 Figura 21 

Fig.18: Enjuague de cuerpos de acrílico de a 3 en 100 ml con suero fisiológico NaCl 
0.9% por 30 segundos; Fig.19: Agitación con Vortex Dragonlab MX-F en 15ml cada 
uno con suero fisiológico NaCl 0.9% por 60 segundos; Fig.20: 1ml de suero 
fisiológico NaCl 0.9% depositado en placa de cultivo con agar Sabouraud. Fig.21: 
Cultivo en estufa Memmert IN110 por 72 horas a 37°C. 
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III. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del 

sulfato de cobre. 

Para la determinación de la concentración mínima inhibitoria del desinfectante 
a base de sulfato de cobre sobre Candida albicans, se realizó una microdilución en 
caldo, adaptando el estándar CLSI para el estudio de sensibilidad a los antifúngicos, 
propuesto por el comité de estandarización de ensayos in vitro americano. 

 

a. Preparación del medio de cultivo o diluyente (RPMI) 

El medio de cultivo indicado por el protocolo CLSI, por dar mejor concordancia 
tanto intra como interlaboratorio, es el medio sintético RPMI 1640 con glutamina y con 
bicarbonato sódico, tamponado con ácido morfolino propano sulfónico (MOPS) 0.164 
M, ajustado a PH 7 +- 0.1 y con 0.2% de glucosa. 

 

Componentes 

• RPMI 1640………………………………………………… 10.40 g 

• Tampón MOPS……………………………………………..34.53 g 

• Agua destilada ……………………………………………..1000 ml 

 

Se disolvieron 900 ml de agua destilada las cantidades indicadas de RPMI 1640 
y del tampón MOPS, agitando hasta su completa disolución. Se ajustó el pH a 6.9 – 
7.1 utilizando NaOH 1N. Finalmente se añadió agua destilada hasta completar un litro 
y se filtró estérilmente con un filtro de 0.45 µm. Se mantuvo refrigerado hasta su uso a 
4 – 8° C. 

Figura 22 

Fig.22: Contador de colonias American Optical Darkfield Quebec
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b. Preparación del inóculo 

Desde un cultivo de Candida albicans (ATCC 90028) en agar Sabouraud de 24 
horas a 37°C, se preparó una suspensión a una concentración 0.5 McFarland en un 
tubo con 5 ml de suero fisiológico 0.9%. Se realizó una dilución 1:1000 de caldo RPMI 
1640. La solución para la posterior inoculación de placas se preparó tomando 10 µl, 
que fue agregado a un tubo con 10 ml de RPMI 1:1000. 

 

c. Preparación de las diluciones de desinfectante en base a sulfato de cobre   

Se determinó una concentración madre (CM) de sulfato de cobre 10 veces 
superior de 2.94 µg/ml (valor determinado según las instrucciones del fabricante). A 
partir de esta solución madre se preparó una serie de diluciones, proceso detallado en 
en la figura 23, utilizando como diluyente RPMI 1640. La concentración madre 
corresponde a 3010.56 µg/ml (Tabla I). 

Al terminar las diluciones todos los tubos contenían 1 ml, excepto el tubo n°11 
que tenía 2 ml, motivo por el cual se desechó 1 ml del tubo n°11 (Fig. 24). 

 

Figura 23: Serie de diluciones de antifúngico según protocolo CLSI. 

 

 

Posteriormente se realizó una dilución 1:5 agregando 4ml de RPMI a cada tubo. 
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d. Preparación de placas de microdilución  

Se sembraron 100µl de dilución en las placas de microdilución, donde a cada 
pocillo se le agregó 10µl del desinfectante de sulfato de cobre a diferentes 
concentraciones, más 90µl de levadura, preparada previamente en la fase de 
inoculación. De la columna 1 a 10 (de izquierda a derecha) se rellenó con las diferentes 
concentraciones del desinfectante, donde la columna 1 correspondió a la 
concentración del tubo 2 y así sucesivamente. La columna 11 fue el control de 
crecimiento, conteniendo solamente dilución de levadura 1:1000. La columna 12 fue 
control de esterilidad, conteniendo únicamente caldo RPMI 1640 (Fig. 25). Se llevó a 
cultivo por 24 horas a 37°C, en ausencia de luz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24 
Fig.24: Diluciones de antifúngico según protocolo CLSI, de mayor a menor 
concentración de desinfectante a base de sulfato de cobre. 

Figura 25 

Fig.25:  Placa de microdilución, columnas 1 a 10 contienen diferentes 
concentraciones del desinfectante, columna 11 fue control de crecimiento (CC) y 
columna 12 fue control de esterilidad (CE). 
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Los resultados del crecimiento de Candida albicans en cada pocillo fueron 
analizados mediante una lectura visual, con lupa estereoscópica Zeiss Stemi 2000-C 
a 40X, determinado que la CMI era la concentración más baja utilizada en la que no 
se observaba crecimiento de la levadura (Fig. 26).  Adicionalmente se tomó 3µl de 
muestra de uno de los pocillos y se sembró en agar Sabouraud para corroborar que la 
levadura observada correspondía a Candida albicans. 

 

Tabla I.  

Tubo N° 
[µg/ml] 

inicial 

Transferir 

(ml) 

A un 

tubo con 

RPMI 

(ml) 

[µg/ml] 

resultante 
Tubo 

[µg/ml] 

final en 

placa 

1 3010,56 1 1 1505,28 2 150,528 

2 1505,28 0,5 0,5 752,64 3 75,264 

3 1505,28 0,5 1,5 376,32 4 37,632 

4 376,32 0,5 0,5 188,16 5 18,816 

5 376,32 0,25 0,75 94,08 6 9,408 

6 376,32 0,25 1,75 47,04 7 4,704 

7 47,04 0,5 0,5 23,52 8 2,352 

8 47,04 0,25 0,75 11,76 9 1,176 

9 47,04 0,25 1,75 5,88 10 0,588 

10 5,88 1 1 2,94 11 0,294 
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4. Fase experimental 
I. Procedimiento  

a. Inoculación de cuerpos de muestra: 

54 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado fueron sumergidos en 100ml 
de caldo Sabouraud con cepa de Candida albicans (ATCC 90028) a una concentración 
de 1 MacFarland (Fig. 27), se incubaron por 72 horas a 37°C en estufa de cultivo 
Memmert IN110 (Fig. 28). Pasado dicho tiempo, se retiraron de la estufa y fueron 
enjuagados con 100 ml de suero fisiológico 0.9% por 30 segundos (Fig. 29). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26.A Figura 26.B Figura 26.D Figura 26.C 

Fig.26: Análisis de crecimiento de Candida albicans en placa de microdilución con 
lupa estereoscópica Zeiss Stemi 2000-C a 40X. 26.A: columnas 1, 2 y 3; 26.B: 
columnas 4, 5 y 6; 26.C: columnas 7, 8 y 9; 26.D: columnas 10, 11 y 12.  

Figura 27 Figura 28 Figura 29 
Fig.27: Inoculación de 56 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado con caldo 
Sabouraud a 1 MacFarland. Fig.28: Cultivo en estufa Memmert IN110 por 72 horas 
a 37°C; Fig.29: Enjuague de cuerpos de acrílico en 15 ml cada uno con suero 
fisiológico NaCl 0.9% por 30 segundos. 
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b. Preparación de desinfectantes: 
• Clorhexidina 0.12%: Colutorio marca Oralgene 0.12% 120 ml (Fig. 30). 
• Nistatina 100000 UI: Recetario magistral 100000 UI en solución sin alcohol 

1000 ml (Fig. 31). 
• Hipoclorito de sodio 0.5%: Marca Anga Ltda. al 2%, se diluyó 25 ml de 

hipoclorito de sodio en 75 ml de agua destilada (Fig. 32). 
• Sulfato de cobre 4.7 μg/ml: Sulfato de cobre marca Alga Stop 11.8%, se 

diluyó 3.9 μL en 100 ml de agua destilada (Fig. 33). 
• Sulfato de cobre 9.4 µg/ml: Sulfato de cobre marca Alga Stop 11.8%, se 

diluyó 7.9 μL en 100 ml de agua destilada (Fig. 34). 

Grupo control 

• Cloruro de sodio 0.9% FlexPharma (Fig. 35). 

 

 

 

 

 

 

 

Desinfectantes: Fig. 30: Clorhexidina 0.12% Oralgene 120 ml; Fig. 31: Nistatina 
100.000 UI Recetario magistral 1000 ml; Fig. 32: Hipoclorito de sodio (NaOCl) 0.5% 
Anga Ltda. al 2%; Fig. 33: Sulfato de cobre 4.7μg/ml; Fig. 34: Sulfato de cobre 
9.4μg/ml. 

Figura 30 Figura 31 Figura 32 Figura 34 Figura 33 

Figura 35 
Grupo control: Fig.35: Cloruro de Na 0.9% FlexPharma. 
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c. Desinfección: 

Se dividieron los cuerpos de muestra en 6 grupos y se depositaron en un tubo de 
ensayo individual con 10 ml de cada desinfectante y grupo control (Fig. 36): 9 muestras 
con suero fisiológico (control negativo), 9 muestras con Clorhexidina 0.12%, 9 
muestras con nistatina 100000 UI, 9 muestras con hipoclorito de sodio 0.5%, 9 
muestras con sulfato de cobre 4.7μg/ml y 9 muestras con sulfato de cobre 9.4μg/ml, 
por un periodo de 6 horas. 

 

 

 

 

 

 

 

d. Cultivo post-desinfección: 

Transcurrido 6 horas se retiraron los cuerpos de muestra de cada tubo de 
ensayo y fueron enjuagados de a 3 con 100 ml de suero fisiológico 0.9% por 30 
segundos (Fig. 37) y se procedió a llevar cada cuerpo de muestra a un tubo de ensayo 
individual con 15 ml de suero fisiológico 0.9%, los cuales se sometieron a agitación 
con Vortex Dragonlab MX-F por 60 segundos (Fig. 38). Se extrajo 1 ml de cada tubo, 
y fue depositado en cada placa de cultivo con caldo Sabouraud, donde fue plaqueado 
(Fig. 39) y cultivado a 37°C por 72 horas en estufa de cultivo Memmert IN110 (Fig. 40), 
danto un total de 54 placas Petri (Fig. 41). 

 

 

 

 

 

 

Figura 36 

Fig.36: Desinfección de muestras de acrílico en 10ml en los distintos desinfectantes 
y grupo control. 
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e. Prueba de morfología: 

Se identificó la presencia de Candida albicans mediante la prueba de morfología de 
las colonias, con lupa estereoscópica Zeiss Stemi 2000-C a 40X y se identificaron 
como colonias de Candida albicans aquellas colonias cremosas de color blanco 
amarillento, lustrosas, poco elevadas y de bordes bien definidos. 

 

f. Conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC): 

Para el conteo de UFC se utilizó el contador de colonias American Optical Darkfield 
Quebec 3330 en el cual se colocaron cada una de las placas Petri en la plataforma del 
contador con una rejilla milimetrada, se iluminó a través de un sistema de iluminación 
de campo oscuro y se observó a través de un lente amplificador de 1.5X y se procedió 
al recuento de UFC mediante el conteo visual-análogo. 

La unidad de medición fue en número de unidades formadoras de colonias por ml. 

 

g. Medición de pH 

Se realizó una medición de pH para cada desinfectante, agua destilada, grupo control 
y sulfato de cobre a la concentración comercial (11.8%) utilizando un pH metro pH/ion 
Meter 450 marca Corning. Se midió 3 veces cada producto y se calculó un promedio. 

 

 

 

 

 Figura 38 Figura 39 Figura 37 Figura 40 

Fig.37: Enjuague de cuerpos de acrílico de a 3 en 100 ml con suero fisiológico NaCl 
0.9% por 30 segundos; Fig.38: Agitación con Vortex Dragonlab MX-F en 15ml cada 
uno con suero fisiológico NaCl 0.9% por 60 segundos; Fig.39: 1ml de suero 
fisiológico NaCl 0.9% depositado en placa de cultivo con agar Sabouraud. Fig.40: 
Cultivo en estufa Memmert IN110 por 72 horas a 37°C. 
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II. Análisis estadístico 

 

Para realizar este estudio se implementó el software estadístico SPSS Statistics 
versión 19. Mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba U de Mann-Whitney.  

 

RESULTADOS 

Para la realización de este estudio, fueron inoculados 54 cuerpos de muestra 
de acrílico de termocurado, procedimiento ya descrito anteriormente, los cuales fueron 
divididos en 6 grupos de 9 cuerpos de muestra para cada uno de los desinfectantes y 
grupo control (donde clorhexidina corresponde al grupo CHX, nistatina al grupo Nista, 
hipoclorito de sodio al grupo Hipo y sulfato de cobre al grupo SulfCo). 

1. Fase Preexperimental 

 

I. Prueba de inoculación 

 

La inoculación de los 3 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado se 
determinó visualmente, donde se comprobó si existía o no crecimiento de Candida 
albicans en las placas Petri. Luego de las 72 horas se observó crecimiento de Candida 
albicans en las tres placas estudiadas (Tabla II), previa comprobación de morfología 
mediante microscopía.  

 

 

 

 

 

Tabla II. Presencia de Candida albicans proveniente de muestras de acrílico 
inoculadas en placas Petri luego de 72 horas de cultivo a 37°C. 

 

II. Estudio piloto 

 

Se sometieron a prueba 3 cuerpos de muestra de acrílico para cada grupo 
desinfectante. Luego de 72 horas se observó crecimiento de Candida albicans en el 
grupo SulfCo 1.4 µg/ml, donde la placa 1 fue similar al grupo control, a diferencia de 
los otros desinfectantes donde no hubo crecimiento de colonias (Tabla III). 

 

Placa n° 
Presencia de Candida 

albicans 

1 Sí 

2 Sí 

3 Sí 
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Placa/ 
Desinfectante 

Control 
Nista 

100.000UI 
CHX 0.12% Hipo 0,5% SulfCo 1.47 

[µg/ml] 

1 587 0 0 0 95 

2 97 0 0 0 56 

3 140 0 0 0 41 

Tabla III. Número de UFC en estudio piloto.  

III. Determinación concentración mínima inhibitoria (CMI) para 

desinfectante en base de dilución de sulfato de cobre.  

 

El valor de concentración mínima inhibitoria para el sulfato de cobre sobre 
Candida albicans se analizó mediante lectura visual con microscopio. No se observó 
crecimiento de la levadura en los pocillos 1 a 6, determinando que la concentración 
más baja utilizada en la que no se observa crecimiento de la levadura corresponde a 
4.7 µg/ml (Tabla IV) 

Posterior a la siembra en agar Sabouraud de 3µl de muestra del pocillo 10, se 
corroboró que la levadura observada correspondía a Candida albicans. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   

 

 

 

Tabla IV. Presencia de Candida albicans para determinación de CMI. 

   

 

Pocillo 
(N°) 

SulfCo [µg/ml] Crecimiento C. albicans 

1 150,528 No 

2 75,264 No 

3 37,632 No 

4 18,816 No 

5 9,408 No 

6 4,704 No 

7 2,352 Sí 

8 1,176 Sí 

9 0,588 Sí 

10 0,294 Sí 
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IV. Medición de pH 
 

Medición 
n° 

Control 
Agua 

destilada 
Nista 

100.000
UI 

CHX 
0.12% 

Hipo 
0,5% 

SulfCo 
11.8% 

SulfCo 
4.7 
[µg/ml] 

SulfCo 
9.4 
[µg/ml] 

1 5.2 6.9 5.9 7.7 11.5 8.8 7.5 7.9 

2 5.6 7.1 6 7.9 11.6 8.8 7.6 7.9 

3 5.4 7.3 6.1 7.8 11.4 8.8 7.4 7.9 

MEDIA 5.4 7.1 6 7.8 11.5 8.8 7.5 7.9 

 

 
 

 
 

     

2. Fase experimental 

Los resultados obtenidos respecto a la acción antimicótica de cada desinfectante y 
el número de UFC observadas, respectivas a cada placa de cultivo son descritas en la 
tabla V. 

 

Tabla V. Presencia de UFC en placas de cultivo según cada desinfectante utilizado. 

 Desinfectante 

Placa 
Control 
(suero) 

Nista 
100.000UI 

CHX 
0.12% 

Hipo 
0,5% 

SulfCo 
4,7μg/ml 

SulfCo 
9,4μg/ml 

Placa 1 329 0 0 0 1 0 
Placa 2 212 0 0 0 8 2 
Placa 3 133 0 0 0 1 0 
Placa 4 39 0 0 0 137 0 
Placa 5 109 0 0 0 2 0 
Placa 6 145 0 0 0 17 0 
Placa 7 37 0 0 0 14 0 
Placa 8 47 0 0 0 0 43 
Placa 9 62 0 0 0 0 0 

MEDIA 123,6 0 0 0 20 5 
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Gráfico 1. Medias de UFC obtenidas por cada desinfectante estudiado y grupo 

control. 

El grafico 1 muestra las medias de UFC obtenidas por cada grupo, donde se 
puede observar que la media del grupo control corresponde a 123.6 UFC y la de los 
desinfectantes corresponden a 0 UFC para nistatina 100000 UI, clorhexidina 0.12% e 
hipoclorito de sodio 0.5%, 20 UFC para sulfato de cobre al 4.7 µg/ml y 5 UFC para 
sulfato de cobre 9.4 µg/ml. 

 

3. Análisis estadístico  

Se utilizó el software estadístico SPSS statistics, versión 19. Se realizó un 
análisis de los supuestos de los cuales se cumplió el de aleatoriedad e independencia, 
no cumpliéndose el de homocedasticidad (Tabla VI) y normalidad (gráfico 2, 3 y 4) 

Prueba de homocedasticidad de varianzas 

Cantidad 

Estadístico 

de Levene 
gl1 gl2 Sig. 

8,985 5 48 ,000 



 
 

32 

Tabla VI. Prueba de homocedasticidad. 

Gráfico 2. Muestra una distribución normal de los datos del grupo control. 

 

Gráfico 3. Muestra una distribución no normal de los datos para sulfato de cobre 4.7 
µg/ml. 
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Gráfico 4. Muestra una distribución no normal de los datos para sulfato de cobre 9.4 
µg/ml. 

Luego de definir la no normalidad de los datos, éstos fueron analizados 
mediante la prueba de Kruskal-Wallis, observándose diferencia significativa entre los 
grupos (p=<0.001) se realizó el test de comparaciones múltiples U. de Mann-Whitney, 
para determinar cuál fue el o los pares que presentaron la diferencia, con un nivel de 
confianza de 95%. 

 

Con el test U. de Mann-Whitney se observó que: 

1) Existe diferencia significativa en la disminución de unidades formadoras de colonias 
de Candida albicans entre: 
 
a) Sulfato de cobre 4.7 µg/ml y nistatina 100000 UI (p=0.002) 
b) Sulfato de cobre 4.7 µg/ml y clorhexidina 0.12% (p=0.002) 
c) Sulfato de cobre 4.7 µg/ml e hipoclorito 0.5% (p=0.002) 
d) Sulfato de cobre 4.7 µg/ml y el grupo control (p=0.002) 
e) Sulfato de cobre 4.7 µg/ml y sulfato de cobre 9.4 µg/ml (p=0.47)  
f) Grupo control y sulfato de cobre 9.4 µg/ml (p=<0.001) 
g) Grupo control y nistatina 100000 UI (p=<0.001) 
h) Grupo control y clorhexidina 0.12% (p=<0.001) 
i) Grupo control e hipoclorito 0.5% (p=<0.001) 

 
2) No existe diferencia significativa en la disminución de unidades formadoras de 

colonias de Candida albicans entre: 
a) Sulfato de cobre 9.4 µg/ml y nistatina 100000 UI (p=0.146)  
b) Sulfato de cobre 9.4 µg/ml y clorhexidina 0.12% (p=0.146)  
c) Sulfato de cobre 9.4 µg/ml e hipoclorito 0.5% (p=0.146) 
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DISCUSIÓN  

El presente estudio analiza un desinfectante experimental, correspondiente a 
sulfato de cobre, en 2 concentraciones, en comparación a 3 desinfectantes, utilizando 
un grupo control (suero fisiológico 0.9%) con la finalidad de corroborar su acción 
antifúngica sobre la presencia de Candida albicans adheridas a cuerpos de muestra 
de acrílico de termocurado. Esta investigación corresponde a un estudio in vitro, donde 
fue posible visualizar la reducción de unidades formadoras de colonias (UFC) de 
Candida albicans, luego de la inmersión en los desinfectantes, y así estudiar la 
efectividad del sulfato de cobre en comparación con el grupo control y cada agente 
desinfectante en forma particular. Este estudio demuestra que la utilización de sulfato 
de cobre como desinfectante, podría ser útil en la práctica odontológica sobre Candida 
albicans. 

Se realizó una prueba de inoculación para comprobar si existía adherencia de 
Candida albicans de laboratorio en acrílico recién confeccionado y en condiciones 
ideales, ya que en la práctica clínica la Candida albicans tiene capacidad de adherirse 
a las porosidades del acrílico protésico, adhesión que se ve favorecida por las 
condiciones propias del paciente y el uso y mantención que se le da a la aparatología 
protésica. Otros autores, ya han determinado que la Candida albicans sí tiene 
capacidad de unión al acrílico, incluso en un estudio in vitro6,61,106.  

En una segunda etapa, se llevó a cabo una prueba piloto, ya que a pesar de 
que existen diferentes estudios que evalúan la efectividad de cobre sobre Candida 
albicans5,11,18,87,92, no se ha descrito para un desinfectante a base de sulfato de cobre 
sobre cuerpos de prueba acrílicos. Al utilizar un desinfectante comercial no probado 
para Candida albicans, se buscó como prueba piloto evaluar el protocolo y las 
indicaciones del fabricante como base para determinar una concentración adecuada. 
Otros autores previamente utilizaron protocolos similares, donde se comparaba la 
acción de diferentes desinfectantes con un control en colonias de Candida albicans 
cultivadas en resinas acrílicas6,10,61,106,107. Además, se utilizaron como comparación 
aquellos desinfectantes recomendados por el MINSAL, obteniéndose que a una 
concentración de desinfectante de sulfato de cobre a 1.4µg/ml existe reducción de las 
UFC de Candida albicans, pero a valores similares al control en algunas placas, a 
diferencia de clorhexidina, nistatina e hipoclorito, en donde a las concentraciones 
recomendadas no hay crecimiento fúngico.  

Debido al carácter experimental del desinfectante a base de sulfato de cobre y 
los resultados obtenidos en la prueba piloto, se calculó una concentración mínima 
inhibitoria (CMI). A pesar de que mediante evaluación visual-análoga con lupa 
estereoscópica no se observa crecimiento de Candida albicans a una concentración 
de 4.7µg/ml, luego de llevar a cabo la fase experimental, donde se tomó la 
concentración de 4.7µg/ml y la inmediatamente superior (9.47µg/ml), es posible 
determinar que la concentración de 9.4µg/ml es aquella que produce una reducción de 
más del 90% de UFC en comparación al grupo control, por lo que la CMI para sulfato 
de cobre contra Candida albicans es de 9.4µg/ml. A diferencia de Anand et al.12 que 
determinó CMI para sulfato de cobre sobre Candida albicans de 1mg/ml, desigualdad 
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que puede explicarse debido a que además de estudiar Candida albicans incorporó 
Candida glabrata en su estudio.  

Al utilizar clorhexidina 0.12%, hipoclorito de sodio 0.5% y nistatina 100.000UI se 
observa la inhibición completa de crecimiento de colonias Candida albicans sobre la 
superficie de agar Sabouraud, lo que se evidencia al presentar una diferencia 
estadísticamente significativa en la reducción de las UFC de Candida albicans 
respecto al grupo control, comprobando su acción antiséptica tras un periodo de 
inmersión de 6 horas de los cuerpos de muestras de acrílico de termocurado. Estudios 
previos demostraron que existe alta reducción de colonias de Candida albicans 
tratadas con clorhexidina, en comparación con el grupo control6,61. Estos estudios 
comprueban la efectividad de clorhexidina 0.12% frente a Candida albicans, lo que 
permitiría su uso y tratamiento de la estomatitis subprotésica asociada a esta levadura. 
La efectividad del hipoclorito de sodio también ha sido descrita por otros autores106,108, 
siendo necesario un tiempo mayor a 5 minutos para producir una inhibición completa 
del crecimiento de la levadura. Adicionalmente, la nistatina, también ha demostrado su 
efectividad contra la Candida albicans en diferentes superficies 109,110 y es utilizada 
frecuentemente en la práctica clínica para el tratamiento de la estomatitis 
subprotésica1. 

No se observó una reducción total de UFC de Candida albicans con el sulfato 
de cobre 4.7μg/ml, luego de una inmersión en el desinfectante por 6 horas, provocando 
una diferencia estadísticamente significativa entre el desinfectante experimental y sus 
comparaciones. Sin embargo, al evaluar su efectividad en comparación al grupo 
control, sí produjo una reducción significativa en las colonias de Candida albicans, lo 
que indica que, en bajas concentraciones, el sulfato de cobre tiene efecto antifúngico 
contra Candida albicans, pero que comparativamente a los otros desinfectantes no es 
tan efectivo. Estos resultados pueden explicarse debido a que los otros desinfectantes 
se encuentran a una concentración más alta que la utilizada por el sulfato de cobre 
4.7μg/ml. Sin embargo, al ser utilizado a una concentración de 9.4μg/ml, genera una 
diferencia significativa respecto al grupo control, siendo similar a los otros 
desinfectantes estudiados. Si bien, no existen estudios que analicen el efecto de 
sulfato de cobre sobre Candida albicans en resinas acrílicas de termocurado, existen 
diversos estudios acerca de la efectividad del cobre como desinfectante que refuerzan 
los resultados obtenidos por el presente estudio10,18. Además, el cobre puede ser un 
coadyuvante en la terapia antimicótica, ya que la presencia de cobre en la membrana 
celular fúngica puede contribuir a aumentar la velocidad y la actividad fungicida de 
anfotericina B y fluconazol, generando una disminución en el diámetro y deshidratación 
de Candida albicans12,14. Sin embargo, la CMI determinada por Anand et al.12 de 
1mg/ml es mayor a la de nuestro estudio, lo que implica que la efectividad del sulfato 
de cobre podría tener un componente dosis dependiente, ya que el efecto antimicótico 
del sulfato de cobre a una concentración de 4.7μg/ml fue menor que el observado a 
concentraciones de 9.4μg/ml.  Por otro lado, surge el tema de la toxicidad del cobre en 
el ser humano a altas dosis, la que se ha descrito para individuos que accidentalmente 
ingirieron elevadas dosis de este metal111,112. Para dosis de cobre de hasta 1 gramo, 
predominan los síntomas gastrointestinales y la ingestión de dosis más altas puede 
provocar náuseas, vómitos, dolor de cabeza, diarrea, anemia hemolítica, hemorragia 
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gastrointestinal, insuficiencia hepática y renal e incluso la muerte111,112, por lo que las 
dosis utilizadas en este estudio no presentarían riesgo de toxicidad en caso de ingesta 
accidental.  

Estudios han demostrado que el pH es un factor que puede influir en las 
propiedades del sulfato de cobre113,114. En medios muy ácidos que contengan ácido 
sulfúrico, la concentración de iones sulfato disminuye lo que reduce su efectividad 
desinfectante114. Debido a que en este estudio se utilizaron diluciones a base de sulfato 
de cobre a pH de 7.5 y 7.9, el efecto del sulfato de cobre no se encontraría alterado. 
Además, considerando que Candida albicans es capaz de crecer en rangos de pH 2 a 
1046,47,48,49, se demuestra que la reducción de UFC de Candida albicans se debe a la 
capacidad antifúngica del sulfato de cobre como tal, no influyendo el pH en los 
resultados obtenidos en este estudio. 

Debido a que sulfato de cobre 9.4 μg/ml presenta una efectividad similar a los 
otros desinfectantes en la reducción de colonias de Candida albicans, podría 
considerarse como un potencial coadyuvante en el tratamiento de estomatitis 
subprotésica. Si bien, en la actualidad se presenta comercialmente para otros usos, a 
futuro podría crearse un desinfectante a base de sulfato de cobre que pudiese ser 
utilizado en la práctica odontológica, teniendo como ventaja su bajo costo y fácil 
utilización. A pesar de esto, se requieren estudios respecto al uso de sulfato de cobre 
donde se evalúe su acción sobre la estructura protésica en el tiempo y en contacto con 
tejido humano. 

CONCLUSION 

1. La CMI para el desinfectante a base de sulfato es de 9.4µg/ml. 
2. Efectividad del desinfectante a base de sulfato de cobre fue semejante a 

nistatina 100000UI, hipoclorito de sodio 0.5% y clorhexidina 0.12%. 

SUGERENCIAS Y LIMITACIONES 

 

1. Para futuras investigaciones se sugiere evaluar el sulfato de cobre a través de 
un estudio in vitro, utilizando muestras obtenidas a partir de pacientes 
portadores de prótesis removibles que padecen estomatitis subprotésica, 
principalmente asociada a Candida albicans.  

2. Además, se recomienda la utilización de un instrumento de medición de mayor 
sensibilidad como un contador de colonias digital. 

3. A la vez evaluar el sulfato de cobre en conjunto con otras medidas terapéuticas 
para el tratamiento de estomatitis subprotésica.  

4. Por otro lado, podría evaluarse la efectividad del sulfato de cobre en distintos 
tiempos.  

5. La presentación del sulfato de cobre fue de un desinfectante de piscinas 
comercial que contenía 11.8% de sulfato de cobre pentahidratado y otros 
componentes no especificados, siendo una limitación de este estudio. 
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RESUMEN 

 

Eficacia de un desinfectante a base de cobre y su comparación con 
clorhexidina, nistatina e hipoclorito de sodio en la reducción de colonias de 

Candida albicans en resinas acrílica de termocurado.  Estudio in vitro. 

En Chile, de los mayores de 65 años el 62,3% es portador de prótesis removible y ⅔ 
tienen riesgo de estomatitis subprótesica asociada a Candida albicans (CA). En 
odontología se investiga el cobre por su capacidad antimicrobiana, no hay descrito un 
desinfectante de sulfato de cobre (CuSO4). 

Objetivo: Evaluar efectividad antimicótica de CuSO4 en muestras de resinas acrílicas 
en cultivos de CA. 

Se confeccionaron 72 muestras y fueron esterilizadas. 3 se utilizaron para 
comprobación de inoculación, 15 para prueba piloto, 54 para experimentación. Éstas 
se inocularon e incubaron 72 horas a 37°C, se dividió en 6 grupos de 9, fueron 
enjuagados e inmersos en: suero (control negativo), clorhexidina, nistatina, hipoclorito, 
CuSO4 4.7μg/ml y CuSO4 9.4μg/ml, durante 6 horas. Se enjuagaron y vortearon, se 
extrajo 1ml, se depositó en placas de cultivo agar Sabouraud, se cultivó 72 horas a 
37°C. Se contabilizó UFC mediante conteo visual-análogo. 

Resultados: Se realizó análisis estadístico con programa SPSS con prueba estadística 
Kruskal-Wallis y U. de Mann-Whitney, CuSO4 mostró una diferencia significativa en 
comparación con control, demostrándose capacidad antifúngica frente a CA. 

Discusión: CuSO4 mostró una reducción significativa de colonias de CA en 
comparación con el control, demostrándose su capacidad antifúngica frente a CA, 
coincidiendo con Anand (2017), quienes observaron que incorporando CuSO4 a 
catequinas de té verde y antimicóticos hay aumento de la inhibición de CA. 

Conclusión: Se demostró que CuSO4 tiene eficacia en la disminución de colonias de 
CA.  
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ANEXO 1: 

 SOLICITUD DE CERTIFICADO DE BIOSEGURIDAD  

PARA PROYECTOS DE INVESTIGACION 

(PREVIO AL LLENADO DE ESTE FORMULARIO, LEA LAS INSTRUCCIONES EN 

PAGINAS ANTERIORES)  

 

PRIMERA SECCION: ANTECEDENTES DEL PROYECTO DE INVESTIGACIÓN. 

 

1. TÍTULO: Eficacia de un desinfectante a base de cobre y su comparación con clorhexidina, 

nistatina e hipoclorito  en la reducción de colonias de Candida albicans en resinas 

acrílicas de termocurado. Estudio in vitro. 

 

 

2. FONDO E 
INSTITUCION 

 

(Señale nombre del concurso e institución a la que postula. En lo posible, trate de no utilizar siglas o acrónimos).  

 

3. INVESTIGADOR 
RESPONSABLE: Indicar unidad 
académica y datos de contacto 
(al menos email). 
 

Nombre: Wilfredo González Arriagada. 

Departamento de investigación, facultad de odontología, 

Universidad de Valparaíso  

Teléfono: +56950925788 

Correo electrónico: wilfredo.gonzalez@uv.cl 

4. INVESTIGADOR ALTERNO: 
Indicar unidad académica y 
datos de contacto. 

Nombre: Rodrigo Cruz Choappa 

Departamento de micología, facultad de medicina, universidad 

de Valparaíso 

Correo electrónico rodrigo.cruz@uv.cl  

 

5. COINVESTIGADORES: Indicar 
unidad académica y datos de 
contacto. 

 

 

 

  

(Señale nombre completo, correo electrónico, dirección y unidad académica de los investigadores responsables, 

alternos y co-investigadores según corresponda). 

 

mailto:rodrigo.cruz@uv.cl
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6. DEPENDENCIA(S) DE LA 
UNIVERSIDAD DE VALPARAISO 
DONDE SE DESARROLLARA LA 
INVESTIGACION 

Laboratorio del departamento de micología. Facultad de 

medicina de la Universidad de Valparaíso. 

(Señale nombre del laboratorio, anexo correspondiente y unidad académica donde se realizará la investigación).  

 

 

Uso interno del Comité 

Código/numeración de solicitud  

Fecha de recepción solicitud  

Fecha emisión de Certificado   

Fecha de Seguimiento  

 

7. RESUMEN DEL PROYECTO. 

Debe explicar el problema y plantear en forma explícita la hipótesis (si es que la hay) y objetivos.  

Señale brevemente materiales y métodos. Esta sección debe tener una extensión máxima de una 

página. Trate de no utilizar siglas o acrónimos o indique entre paréntesis el significado de ellos. 

 

7.1 Planteamiento del problema e Hipótesis:  

En Chile se estima que la población mayor de 60 años corresponde al 17% de la población nacional y se 

espera que para el año 2020 aumente aproximadamente al 21% [2]. Del total de la población mayor de 

65 años, alrededor del 63.2% es portador de prótesis removible [2]. Estudios mencionan que dos tercios 

de los individuos que portan prótesis removibles pueden sufrir estomatitis subprótesis [6], la cual es una 

enfermedad de etiología multifactoral [18] y se describe como una proliferación fibroepitelial de la mucosa 

de paladar duro en contacto con prótesis dentales mucosoportadas, asociada al desajuste de la base 

acrílica o metálica, edad avanzada del usuario, prótesis de larga data, higiene oral deficiente y hábitos 

de uso de las prótesis[19],así como también se relaciona con infección bacteriana y fúngica(6), 

mayoritariamente cándida y con mayor prevalencia la especie cándida albicans[6].  

Además, en las últimas décadas, Chile se ha consolidado como el mayor productor de cobre a nivel 

mundial[16,23],  produciendo gran interés en su uso como material de autodesinfección en el área médica, 

ya que múltiples estudios han demostrado efectividad del cobre contra una serie de bacterias y hongos, 

entre ellas Candida albicans [3,7,8,9,11,12,13,14,15,16]. Por lo anterior, se ha convertido en un foco de atención 

para estudios recientes en el área de odontología sobre su posible uso como tratamiento en casos de 

estomatitis subprotésica [17], a través de la desinfección de prótesis removible acrílica.  

Si bien existen una gran cantidad de estudios que explican el mecanismo de acción y efectividad del 

cobre  contra Candida albicans [4,5,10] o la efectividad del mismo en conjunto con otros 

complejos[7,8,11,12,13,14,15], hay pocos estudios respecto a su empleo en la práctica odontológica. En el 

área de prótesis removible existen estudios recientes donde se comparan diferentes desinfectantes 
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versus el uso de partículas de cobre inmersos al interior de la estructura acrílica [17], pero existe poca 

evidencia del efecto del cobre como desinfectante en solución.   Es por este motivo, que se propone 

comparar un agente desinfectante en base a cobre con similares características respecto a su 

presentación versus desinfectantes recomendados por el MINSAL[1,2]. 

Dentro de la revisión de la literatura, la mayor parte de los estudios encontrados analiza el efecto 

antifúngico del cobre sobre la Candida albicans. En éstos, el método más utilizado para medir la 

sensibilidad antimicrobiana se basa en el método de difusión por discos, en el que se mide la aparición 

del halo de inhibición, midiendo de esta forma la acción directa del cobre como antifúngico sobre Candida 

albicans [3,7,9,11], sin embargo, no se considera el ambiente natural en el que se encontraría, lo que es 

trascendental en la práctica clínica odontológica. Es por esto que, además de cambiar la presentación 

del desinfectante en base a cobre, se planteará una modificación para el estudio de sensibilidad, ya que 

se busca determinar la eficacia del efecto del desinfectante en el uso de prótesis removible, midiéndose 

sobre acrílico inoculado con Candida albicans, lo que sería un acercamiento más próximo a la realidad 

clínica actual. 

Finalmente, el objetivo del estudio es evaluar la efectividad antimicótica in vitro de un desinfectante a 

base de cobre en placas de resinas acrílica en cultivos de Candida albicans. Donde, como hipótesis nula 

se plantea no hay diferencia significativa en cuanto a la eficacia antimicótica de los desinfectantes a base 

de cobre con nistatina, clorhexidina e hipoclorito de sodio frente a Candida albicans inoculada sobre 

acrílico de termocurado. 

1. Ministerio de salud. (2010). Guía clínica de salud oral integral para adultos de 60 años. 
2. Ministerio de salud. (2015). Guía clínica de salud oral integral para adultos de 60 años. 

3. Calderón, M. (2014). Eficacia de diferentes agentes desinfectantes en la remoción de Candida albicans, Streptococcus mutans y 
Enterococcus faecalis adheridos a resina acrílica de termocurado. Universidad Nacional Mayor de San Marcos.  

4. Hauser, N. C., Dukalska, M., Fellenberg, K., & Rupp, S. (2009). From experimental setup to data analysis in transcriptomics: copper 

metabolism in the human pathogen Candida albicans. Journal of biophotonics, 2(4), 262-268. 
5. Cheng, X., Xu, N., Yu, Q., Ding, X., Qian, K., Zhao, Q., ... & Li, M. (2013). Novel insight into the expression and function of the 

multicopper oxidases in Candida albicans. Microbiology, 159(6), 1044-1055. 

6. Gendreau, L., & Loewy, Z. G. (2011). Epidemiology and etiology of denture stomatitis. Journal of Prosthodontics, 20(4), 251-260. 
7. Amiri, M., Etemadifar, Z., Daneshkazemi, A., & Nateghi, M. (2017). Antimicrobial Effect of Copper Oxide Nanoparticles on Some Oral 

Bacteria and Candida Species. Journal of Dental Biomaterials, 4(1), 347. 

8. Rahimi, G., Khodavandi, A., & Yaghobi, R. (2016). Antimycotic Effect of Copper Oxide Nanoparticles on Candida albicans Biofilm. 
Micro & Nano Biomedicine, 1(1), 7-12. 

9. Mudiar, R., Bhagawat, A., & Kelkar, V. (2016). Efficacy of Copper Charged Water against Candida albicans. Food Processing & 

Technology. 
10. Quaranta, D., Krans, T., Santo, C. E., Elowsky, C. G., Domaille, D. W., Chang, C. J., & Grass, G. (2011). Mechanisms of contact-

mediated killing of yeast cells on dry metallic copper surfaces. Applied and environmental microbiology, 77(2), 416-426. 

11. Raman, N., Joseph, J., Velan, A., & Pothiraj, C. (2006). Antifungal activities of biorelevant complexes of copper (II) with b iosensitive 
macrocyclic ligands. Mycobiology, 34(4), 214-218. 

12. Yoğurtçu, B. M., Demirci, S., Doğan, A., Asutay, A. B., & Şahin, F. (2017). Anticandidal activity of hetero-dinuclear copper (II) Mn (II) 

Schiff base and its potential action of the mechanism. World Journal of Microbiology and Biotechnology, 33(11), 202. 
13. Anand, J., & Rai, N. (2017). Anticandidal synergistic activity of green tea catechins, antimycotics and copper sulphate as a mean of 

combinational drug therapy against candidiasis. Journal de Mycologie Médicale/Journal of Medical Mycology, 27(1), 33-45. 

14. Hoffman, A. E., Miles, L., Greenfield, T. J., Shoen, C., DeStefano, M., Cynamon, M., & Doyle, R. P. (2015). Clinical isolates of Candida 
albicans, Candida tropicalis, and Candida krusei have different susceptibilities to Co (II) and Cu (II) complexes of 1, 10-phenanthroline. 
Biometals, 28(2), 415-423. 

15. Chudzik, B., Tracz, I. B., Czernel, G., Fiołka, M. J., Borsuk, G., & Gagoś, M. (2013). Amphotericin B–copper (II) complex as a potential 
agent with higher antifungal activity against Candida albicans. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 49(5), 850-857. 

16. Prado, J. V., Vidal, A. R., & Durán, T. C. (2012). Application of copper bactericidal properties in medical practice. Revista medica de 

Chile, 140(10), 1325-1332. 
17. Correa Hernández, S. A. (2012). Preparación de resinas acrílicas cargadas con nanopartículas de cobre y sus propiedades 

antimicrobianas frente a Candida albicans. 

18. Lazarde, J. (2001). Estomatitis subprotésica. Acta odontol. venez, 39(3), 9-17. 
19. Carreira Piloto, V. and Almagro Urrutia, Z. (2000). La estomatitis subprótesis en pacientes desdentados totales. Revista Cubana de 

Estomatología, [online] 37(3), pp.133-139. 
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Pregunta de investigación: ¿Existe diferencia en la efectividad antimicótica frente a Candida albicans 

en cuerpos de muestra de acrílico de termocurado, de un desinfectante experimental en base a cobre, 

en comparación a nistatina, hipoclorito de sodio y clorhexidina?  

Finalmente, el objetivo del estudio es evaluar la efectividad antimicótica in vitro de un desinfectante a 

base de cobre en placas de resinas acrílica en cultivos de Candida albicans.  

Hipótesis: Los desinfectantes en base a cobre presentan igual efectividad antimicótica en comparación 

con nistatina, clorhexidina e hipoclorito de sodio frente a Candida albicans 

 

7.2 Objetivos 

Objetivo general: Evaluar efectividad antimicótica in vitro de un desinfectante a base de cobre en placas 

de resinas acrílicas en cultivos de Candida albicans. 

Objetivos específicos: 

- Comparar la disminución de unidades formadoras de colonias in vitro de un desinfectante 
experimental a base de cobre (10mg/ml) con nistatina 100.000 UI 

- Comparar la disminución de unidades formadoras de colonias in vitro de un desinfectante 
experimental de cobre (10mg/ml) con hipoclorito de sodio 0.5% 

- Comparar la disminución de unidades formadoras de colonias in vitro de un desinfectante 
experimental a base de cobre (10mg/ml) con clorhexidina 0.12% 

 

7.3 Materiales y métodos 

Diseño:   

Estudio de tipo experimental analítico, in vitro. 

Muestra: 

Candida albicans cultivadas (caldo cerebro corazón) en el laboratorio de micología de la facultad de 

medicina universidad de Valparaíso. 

Selección de muestra: 

Para la determinación del tamaño muestral nos basaremos en el método de tripleta, utilizado por diversos 

estudios de investigación.  

Este consiste en utilizar el menor número impar posible, en este caso 3, para que, en el caso de alguna 

diferencia, el tercero en discordia defina el resultado. Con el fin de obtener mayor certeza, decidimos 

triplicar el tamaño muestral de modo que utilizaremos 3 preparaciones para cada desinfectante y este 

valor será triplicado para obtener una muestra más representativa 

Procedimientos: 

Se confeccionarán en un laboratorio externo 48 piezas de resina acrílica de termocurado a partir de una 

plancha de 2mm de grosor que se seccionará en cuadrados de 10X10mm. Los investigadores, bajo la 

supervisión del docente Rodrigo Cruz, manipularán las muestras que serán esterilizadas a 121 ºC por 15 

minutos y luego sumergidas en suero fisiológico.  
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Tres cuerpos de muestras serán retirados del suero y se distribuirán para la comprobación de la 

inoculación de acrílico de termocurado con Candida albicans y se utilizará el conteo de número de 

unidades formadoras de colonias, en la unidad contadora de colonias Quebec. La identificación de la 

cepa Candida albicans será confirmada por medio de tinción gram, prueba del túbulo germinativo y 

morfología de las colonias en placas de agar. 

Una vez comprobada la inoculación en el acrílico de termocurado, todas las piezas (45 muestras) serán 

sumergidas en un medio de cultivo caldo cerebro-corazón, que contendrá la cepa Candida albicans y se 

cultivará a 37° por 72 horas. Nueve muestras serán utilizadas para el control negativo (inmersión en 

suero fisiológico) y las 36 restantes para cada desinfectante (9 para NaClO 0,5 %, 9 para clorhexidina 

0,12 %, 9 para desinfectante de cobre 10mg/ml y 9 para nistatina 100.000UI). Para la desinfección se 

sumergirán las muestras durante 6 horas en recipientes de 200 ml con cada uno de los agentes 

desinfectantes previamente mencionados. 

Las muestras serán enjugadas con 1 ml de suero fisiológico y serán transferidas a tubos individuales con 

caldo cerebro corazón, se incubarán durante 72 horas a 37°C, y se agitarán durante 60 segundos en un 

agitador Vortex.  

Se tomará una muestra de 1ml de caldo proveniente de los tubos de cada suspensión y serán cultivadas 

en placas de agar Sabouraud, e incubadas durante 72 horas a 37°C. Transcurridas las 72 horas de 

incubación, se procederá al conteo del número de colonias en UFC de cada cápsula Petri, en la unidad 

contadora de colonias Quebec. 

Todos los procedimientos serán documentados a través de un registro fotográfico con una cámara Canon 

PowerShot G15 12 Megapixeles, sobre un trípode fijo a 20 cm de las placas de cultivo y con un fondo 

oscuro para evitar la reflexión de la luz.  

 

SEGUNDA SECCION: VALORACION DE ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD 

1. En esta investigación se utilizarán cultivos de microrganismos patógenos y/o no 

patógenos. VER EN MANUAL CONICYT NIVEL DE BIOSEGURIDAD DE VIRUS Y VECTORES VIRALES PÁG. 

37-43; BACTERIAS Y HONGOS PÁG. 104-107; FITOPATÓGENOS PÁG. 108-115. 

SI 

X 

NO 

1a.  

 

 

Si su respuesta es SI, indique el nombre de cada microorganismo y su nivel de bioseguridad según Manual 

de CONICYT. 

Hongo patógeno de interés en Chile, Cándida, nivel de BS-2 

1b. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos que utilizará para manejarlos y desecharlos. 

Para su manejo se utilizará protección del operador durante todo el proceso, tanto en la manipulación de las 

muestras, como en la experimentación, los operadores harán lavado las manos, uso de guantes, lentes de 

protección u ópticos y mascarillas. Además, se utilizará pinzas anatómicas, placas Petri, tubos de ensayo y 

pipetas estériles.   

Para su desecho todo resto de muestra experimental (residuo biológico), serán dispuestos en una bolsa 

plástica del contenedor de desechos, ubicada en el área de trabajo. Esta bolsa será retirada del contenedor, 

se cerrará y se eliminará en un contenedor amarillo rotulado “Residuos Biológicos”.  

Todas las muestras, ya terminada la fase experimental, serán eliminadas en estos mismos contenedores 

amarillos de residuos biológicos. 
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1c.  Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material empleado 

en los cultivos 

Para su manejo se utilizará protección del operador durante todo el proceso, los operadores harán lavado 

las manos, uso de guantes, lentes de protección u ópticos y mascarillas.  

Para la reutilización de instrumental se procederá a la desinfección mediante la utilización de detergente 

enzimático agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocará el material totalmente sumergido en la solución, 

dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de suciedad que 

puedan quedar en el material. Se procederá a enjuagar con agua potable, secar y su posterior esterilización. 

 

1d. Si su respuesta es SI, describa la infraestructura y los equipos de protección personal que se utilizarán 

durante este procedimiento.  

Para su manejo se utilizará protección del operador, durante todo el proceso, tanto la manipulación de las 

muestras, como en la experimentación, los operadores harán lavado las manos, uso de guantes, lentes de 

protección u ópticos y mascarillas.  

1e. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de 

protección personal contaminados. 

En caso del derrame y contaminación de los elementos de protección personal, se desechará en los 

contenedores de residuos biológicos. En caso de los lentes de protección se desinfectarán con detergente 

enzimático agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocará el material totalmente sumergido en la solución, 

dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de suciedad que 

puedan quedar en el material. Se procederá a enjuagar con agua potable y secar. 

2.  En esta investigación se realizará manipulación genética de microrganismos.  VER EN 

MANUAL CONICYT NIVEL DE BIOSEGURIDAD DE VIRUS Y VECTORES VIRALES PÁG. 37-43; BACTERIAS Y 

HONGOS PÁG. 104-107; FITOPATÓGENOS PÁG. 108-115. 

SI NO 

X  

2a.  

 

Si su respuesta es SI, indique el nombre de cada microrganismo y su nivel de bioseguridad según Manual 

de CONICYT. 

2b. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos que utilizará para manejarlos y desecharlos  

2c. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material empleado 

en la manipulación genética. 

 

2d.  Si su respuesta es SI, describa la infraestructura y los equipos de protección personal que se utilizarán 

durante el procedimiento. 

2e. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de 

protección personal contaminados. 

3.  En esta investigación se utilizarán cultivos celulares.  SI 

X 

NO 

3a. Si su respuesta es SI, indique tipo y origen de las líneas celulares utilizadas.  
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Familia Sacaromicetos , género Candida, especie Candida Albicans 

3b. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos que utilizará para manejarlos y desecharlos (medios de 

cultivo, líneas celulares, etc). 

Para su manejo se utilizará protección del operador durante todo el proceso, los operadores harán lavado 

las manos, uso de guantes, lentes de protección u ópticos y mascarillas. Además, se utilizará pinzas 

anatómicas, placas Petri, tubos de ensayo y pipetas estériles.   

Para su desecho, todo resto de muestra experimental (residuo biológico), serán dispuestos en una bolsa 

plástica del contenedor de desechos, ubicada en el área de trabajo. Esta bolsa será retirada del contenedor, 

se cerrará y se eliminará en un contenedor amarillo rotulado “Residuos Biológicos”.  

Todas las muestras, ya terminada la fase experimental, serán eliminadas en estos mismos contenedores 

amarillos de residuos biológicos.  

 

3c. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material empleado 

en los cultivos. 

Para su manejo se utilizará protección del operador durante todo el proceso, los operadores harán lavado 

las manos, uso de guantes, lentes de protección u ópticos y mascarillas.  

Para la reutilización de instrumental se procederá a la desinfección mediante la utilización de detergente 

enzimático agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocará el material totalmente sumergido en la solución, 

dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de suciedad que 

puedan quedar en el material. Se procederá a enjuagar con agua potable, secar y su posterior esterilización. 

3d. Si su respuesta es SI, describa la infraestructura y los equipos de protección personal que se utilizarán 

durante el procedimiento. 

Para su manejo se utilizará protección del operador durante todo el proceso, tanto en la manipulación de 

las muestras, como en la experimentación, los operadores harán lavado las manos, uso de guantes, lentes 

de protección u ópticos y mascarillas.  

3e. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de 

protección personal contaminados. 

En caso del derrame y contaminación de los elementos de protección personal posteriormente será 

desechado en los contenedores de residuos biológicos. En caso de los lentes de protección se desinfectarán 

con detergente enzimático agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocará el material totalmente sumergido 

en la solución, dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de 

suciedad que puedan quedar en el material. Se procederá a enjuagar con agua potable y secar. 

4. En esta investigación se realizará manipulación genética de células u organismos. SI NO 

X 

4a.  Si su respuesta es SI, indique el procedimiento, tipo de células u organismos y vectores. 

4b.  Si su respuesta es SI, describa los procedimientos que utilizará para manejar y desechar medios de cultivo, 

células y organismos 

4c. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material empleado 

para la manipulación genética.  
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4d. Si su respuesta es SI, describa la infraestructura y los equipos de protección personal que se utilizarán 

durante el procedimiento.  

4e. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de 

protección personal contaminados. 

5. En esta investigación se utilizarán medicamentos y otras sustancias químicas. Declare 

toda sustancia química a utilizar en cualquiera de las fases de la investigación. 

SI 

X 

NO 

5a.  

 

 

 

Si su respuesta es SI, indique el nombre de cada sustancia química señalando su potencial riesgo según 

MANUAL CONICYT PAG 125-135. Señale para cada sustancia la concentración, volumen o masa total a 

utilizar. 

● Desinfectante a base de cobre 3Lt. No categorizado en manual CONICYT 
● Clorhexidina 0.12% 3LT. No categorizado en manual CONICYT 
● Nistatina 100.000 UI 3Lt. No categorizado en manual CONICYT 
● hipoclorito 0.5% 3Lt. No categorizado en manual CONICYT 

 

5b. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos que utilizará para manejar y desechar los residuos 

químicos producidos. 

Para la manipulación de las sustancias, se utilizará guantes, mascarillas, lentes de protección, cubrepelo y 

delantal para proteger a los operadores de dichos elementos. Posterior al uso, la eliminación se efectuará 

desechando los elementos directamente al desagüe con los medidos de seguridad antes mencionados. 

 

5c. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material empleado 

con los medicamentos y/o sustancias químicas.  

Para la manipulación de las sustancias, se utilizará guantes, mascarillas, lentes de protección, cubrepelo y 

delantal para proteger a los operadores de dichos elementos.  

Para la reutilización de instrumental se procederá a la desinfección mediante la utilización de detergente 

enzimático agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocará el material totalmente sumergido en la solución, 

dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de suciedad que 

puedan quedar en el material. Se procederá a enjuagar con agua potable, secar y su posterior esterilización. 

5d. Si su respuesta es SI, describa la infraestructura y los equipos de protección personal que se utilizarán 

durante el procedimiento.  

Para la manipulación de las sustancias, se utilizará guantes, mascarillas, lentes de protección, cubrepelo y 

delantal para proteger a los operadores de dichos elementos 

5e. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de 

protección personal contaminados. 

Debido a que los productos anteriormente mencionados de seguridad no se contaminarán con elementos 

biológicos, pueden ser desechados a la basura común. 

En caso del derrame y contaminación de los elementos de protección personal serán desechados en un 

contenedor de residuos biológicos. En caso de los lentes de protección se desinfectarán con detergente 

enzimático agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocará el material totalmente sumergido en la solución, 

dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de suciedad que 

puedan quedar en el material. Se procederá a enjuagar con agua potable y secar. 
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6. En esta investigación se utilizará material radioactivo. SI 

 

NO 

X 

6a. Si su respuesta es SI, indique el nombre de cada material radioactivo señalando su potencial riesgo según 

MANUAL CONICYT PAG 116. 

6b. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos que utilizará para manejar y desechar los residuos 

radiactivos producidos. 

6c. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material 

contaminado con radiactividad.   

6d Si su respuesta es SI, describa la infraestructura y los equipos de protección personal que se utilizarán 

durante el procedimiento. 

6e Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de 

protección personal contaminados. 

7. En esta investigación se utilizará material cortopunzante o material de vidrio que pueda 

generar riesgo. 

SI 

X 

NO 

7a. Si utilizará material cortopunzante: describa los procedimientos que utilizará para manejar y desechar el 

material utilizado y/o generado. 

No se utilizarán materiales cortopunzantes. 

7b. Si utilizará material de vidrio: describa los procedimientos que utilizará para manejar y desechar el material 

quebrado. 

 

En caso de existir ruptura de elementos de vidrio como placas Petri o tubos ensayo, se recolectarán los 

fragmentos con guantes de protección y pinzas y posteriormente serán depositados en contenedores de 

desechos cortopunzantes. 

8. En esta investigación se utilizarán y/o generarán desechos biológicos (muestras de 

tejidos y/o fluidos biológicos humanos, de animales de experimentación u otros 

organismos). 

SI 

X 

NO 

 

8a. Si su respuesta es SI, indique tipo de muestras utilizadas o desechos generados. 

Se utilizarán cultivos de colonias de Candida albicans y medios de cultivo cerebro-corazón facilitados por 

departamento de micología de facultad de medicina, Universidad de Valparaíso. 

8b. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos que utilizará para manejar y desechar los residuos 

biológicos generados.  

Residuos biológicos 

- Todo resto de nuestra muestra experimental, serán dispuestos en una bolsa plástica del     tacho de 
desechos, ubicada en nuestra área de trabajo. Esta bolsa se retira del tacho, se cierra y se eliminará 
en un contenedor amarillo rotulado “Residuos Biológicos” 

- Todas las muestras, ya terminada la fase experimental de nuestra tesis, serán eliminadas en estos 
mismos contenedores amarillos de residuos biológicos.  
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8c. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material 

contaminado con residuos biológicos. 

Manejo de muestras: Se utilizarán 45 muestras de acrílico de termocurado las cuales estarán previamente 

esterilizadas, para evitar la posible contaminación con otros microorganismos. 

Protección del operador: Durante todo el proceso y manipulación de las muestras, como en la 

experimentación, los operadores harán lavado las manos, uso de guantes, lentes de protección u ópticos y 

mascarillas.  

Manejo de área de trabajo:  El área de trabajo que se ocupará para la manipulación de las muestras será 

el mesón de laboratorio del departamento de micología de la facultad de medicina de la Universidad de 

Valparaíso. 

- Se realizará la desinfección, tanto antes como después del procedimiento a toda la superficie del 
área de trabajo con alcohol al 70%.  

- Se dispondrá de una barrera física sobre Ia superficie, lo cual será una servilleta clínica, sobre la cual 
que se trabajará en todo momento 

- Estará delimitada un área sucia, donde se encontrará un basurero, para desperdicios biológicos. 
Manejo de desechos 

Materiales dentales y protección: Todo desecho que se produzca durante la fase experimental de dicha 

tesis, ya sea guantes, servilletas, mascarillas, etc. Será eliminado en el basurero asimilables a desechos 

domiciliarios. 

  

Residuos biológicos 

- Todo resto de nuestra muestra experimental, serán dispuestos en una bolsa plástica del     tacho de 
desechos, ubicada en nuestra área de trabajo. Esta bolsa se retira del tacho, se cierra y se eliminará 
en un contenedor amarillo rotulado “Residuos Biológicos” 

- Todas las muestras, ya terminada la fase experimental de nuestra tesis, serán eliminadas en estos 
mismos contenedores amarillos de residuos biológicos.  

8d. Si su respuesta es SI, describa la infraestructura y los equipos de protección personal que se utilizarán 

durante el procedimiento 

Para la manipulación de los cultivos, se utilizará guantes, mascarillas, lentes de protección y delantal para 

proteger a los operadores de dichos elementos. 

Las muestras, una vez usadas, serán desechados en una bolsa plástica, que a su vez será depositada en 

un recipiente de desecho biológico ubicado en las dependencias del laboratorio de micología de la facultad 

de medicina de la Universidad de Valparaíso. 

8e. Si su respuesta es SI, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de 

protección personal contaminados. 

Debido a que los productos anteriormente mencionados de seguridad no se contaminarán con elementos 

biológicos, pueden ser desechados a la basura común. 

En caso del derrame y contaminación de los elementos de protección personal será desechado en un 

contenedor de residuos biológicos. En caso de los lentes de protección se desinfectarán con detergente 

enzimático agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocará el material totalmente sumergido en la solución, 
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dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de suciedad que 

puedan quedar en el material. Se procederá a enjuagar con agua potable y secar. 

9. Esta investigación utilizará dispositivos o equipos generadores de agentes físicos tales 

como temperaturas extremas, presiones extremas, ruido, radiaciones UV, IR, RX. 

SI NO 

X 

9a Si su respuesta es SI, indique tipo de dispositivos o agentes físicos. 

9b Si su respuesta es SI, describa las medidas preventivas y equipos de protección personal que utilizará para 

mitigar los riesgos asociados a estos agentes físicos. 

10. En esta investigación se contempla el traslado de muestras biológicas o químicas que 

forman parte de la investigación (no corresponde a residuos para desecho). 

SI NO 

X 

10a Si su respuesta es SI, describa los medios de traslados y las precauciones que tomará para evitar derrames, 

pérdidas o fugas durante el transporte que puedan ser de riesgo para el investigador, la comunidad o el 

medio ambiente. 

11. Señale aquí cualquier antecedente adicional que sea de interés para la evaluación de bioseguridad. 
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ANEXO 2: Carta de Bioseguridad Aprobación Proyecto de Tesis 

UNIVERSIDAD DE VALPARAÍSO FACULTAD DE ODONTOLOGÍA Comité de 

RevisiónProyectos de Investigación 

Sr.Prof. Dr. Wilfredo González Arriagada Presente  

De nuestra consideración:  

Valparaíso, 28 de Marzo de 2018  

Se realizó la evaluación de su Proyecto de Investigación titulado “Eficacia de un 

desinfectante a base de cobre y su comparación con clorhexidina, nistatina e 

hipoclorito en la reducción de colonias de Candida albicans en resinas 

acrílicas de termocurado. Estudio in vitro” no encontrándose reparos desde el 

punto de vista metodológico, bioético ni de bioseguridad. En consecuencia, se 

aprueba la ejecución de su proyecto.  

Atentamente,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prof. Dr. Ricardo Moreno Silva  
Presidente 

 Comité de Revisión 
 Proyectos de Investigación 

 Facultad de Odontología  
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ANEXO 3: Protocolo CMI 

 

a) Determinación de CMI. 

Preparación caldo RPMI 1640 

Caldo RPMI 1640 con glutamina y sin bicarbonato de sodio tamponado en MOPS 
ajustado a pH +- 7.01 y con 0.2% de glucosa. 

 

RPMI 1640 ………………………….10,40 g. 

Tampón MOPS ……………………. 34.53 g. 

Agua destilada ……………………. 1.000 ml 

 

1. Disolver RPMI 1640 en 900 ml de agua destilada las cantidades indicadas, 
agitando hasta su completa disolución. 

2. Ajustar el pH a 6.9 – 7.1 utilizando NaOH 1N o 10N. Añadir agua destilada hasta 
completar 1 litro.  

3. Filtrar estérilmente. 
4. Mantener refrigerado hasta su uso (4-8 °C máximo por 6 meses)  

 

Inóculo 

1. Para Candida albicans se preparará en 5ml de suero fisiológico inoculado a una 
concentración 0,5 McFarland. 

2. Se realizará una disolución 1:1000 con medio RPMI 1640, tomando desde la 
solución 0,5 McFarland 10 ul que serán depositados en un tubo de ensayo, 
donde se agregará también 10 ml de RPMI 1640. 

3. Esta última disolución es la que se utilizará para inocular las placas.  

 

Disoluciones desinfectante 

 

1. Se preparará una solución madre a una concentración 10 veces superior a la 
concentración a estudiar del antifúngico, mediante una disolución con agua 
estéril.  

2. A partir de la solución madre se realizará una serie de diluciones utilizando 
como diluyente RPMI 1640, según lo indicado en la tabla.  

3. Al terminar las disoluciones todos los tubos contendrán 1 ml, excepto el tubo 
número 11 que tendrá 2ml, por lo que se descartará 1 ml de este último. 
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4. A continuación, se realizará una disolución 1:5, añadiendo a todos los tubos 4 
ml de RPMI. 

Tubo n Concentración 
inicial µg/ml 

Transferir 
ml 

A un 
tubo 
con 
RPMI 
ml 

Resultante 
µg/ml 

Tubo  Concentración 
final placa 

1 Solución 
madre 

1 1  2  

2  0,5 0,5  3  

2  0,5 1.5  4  

4  0,5 0,5  5  

4  0,25 0,75  6  

4  0,25 1,75  7  

7  0,5 0,5  8  

7  0,25 0,75  9  

7  0,25 1,75  10  

10  1 1 Solución a 
evaluar 

11  

Donde para preparar el tubo 1 se tomará 51,02 ul y se aforará hasta 2 ml de agua 
destilada. 

 

Llenado de placas 

1. Se añadirá a las placas 100 µl de disolución, tomando 10 µl de desinfectante 
desde el tubo número 2 a la columna 1 de la placa de pocillos, luego 10 µl de 
desinfectante desde el tubo 3 a la columna 2 y se seguirá el mismo proceso 
hasta la columna número 10. 

2. Posteriormente a cada pocillo se le agregará 90 µl de RPMI 1640 inoculado con 
Candida albicans (preparado en el paso de inóculo). En consecuencia, las 
concentraciones de los pocillos serán diluidas ½. 

3. Los pocillos de la columna 11 corresponderán al control de crecimiento, por lo 
que serán rellenados con 200 µl de RPMI 1640 inoculado con Candida albicans.  

4. Los pocillos de la columna 12 corresponderán al control de esterilidad que 
fueron rellenados con 200 µl de RPMI (sin Candida albicans). 

Determinación concentración mínima inhibitoria 

Se realizará por determinación visual-análoga mediante una lupa estereoscópica Zeiss 
Stemi 2000-C a 40X, donde será seleccionado como CMI aquel pocillo a la 
concentración más baja que no evidencie crecimiento fúngico. Esta concentración será 
sometida a prueba en la fase experimental. 
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ANEXO 4: Protocolo fase preexperimental 

 

a. Prueba de inoculación 

Objetivo de la etapa: Comprobar adherencia de Candida albicans en muestras de 

acrílico de termocurado. 

1. 3 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado 15x15x2mm serán 

sumergidos en 30ml de caldo Sabouraud con cepa de Candida albicans (ATC 

90028) a concentración 1 MacFarland. 

2. Se incubarán los 3 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado por 72 horas 

a 37°C en estufa de cultivo Memmert IN110. 

3. Se enjuagarán los 3 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado de forma 

simultánea con 100ml de suero fisiológico 0.9% durante 30 segundos. 

4. Se llevará cada cuerpo de muestra de acrílico de termocurado a un tubo de 

ensayo individual con suero fisiológico 0.9% y se procederá a la agitación con 

el Vortex Dragonlab MX-F por 60 segundos. 

5. Se procederá a tomar una muestra de 1ml de cada tubo, se depositará en placas 

de cultivo y se homogenizará, posteriormente se cultivará con caldo Sabouraud 

a 37°C por 72 horas en estufa de cultivo Memmert IN110. 

6. Posteriormente se determinará la presencia de unidades formadoras de 
colonias, mediante estudio de la morfología de las colonias en placas Petri.  

 

 

b. Estudio piloto. 

Objetivo de la etapa: probar el protocolo de investigación e identificar la variable 

concentración del sulfato de cobre. 

 

1. 15 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado 15x15x2mm serán 

sumergidos en caldo Sabouraud con cepa de Candida albicans a concentración 

1 MacFarland. 

2. Se incubarán los cuerpos de muestra de acrílico de termocurado por 72 horas 

a 37°C en una estufa de cultivo Memmert IN110. 

3. Se enjuagarán los 15 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado en grupos 

de 3 muestras con 100ml de suero fisiológico NaCl 0.9% durante 30 segundos. 

4. Se dividirán las muestras en 5 grupos, según cada desinfectante y el control 

negativo. 

a. 3 muestras con suero fisiológico 0.9% (control negativo) 

b. 3 muestras con Hipoclorito de Sodio 0.5% 
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c. 3 muestras con Clorhexidina 0.12% 

d. 3 muestras con Nistatina 100000 UI 

e. 3 muestras con desinfectante a base de cobre a concentración 

determinada según indicación del fabricante. 

5. Se llevará cada muestra a un tubo de ensayo individual que contenga 15 ml de 

desinfectante, por 6 horas. 

6. Las muestras serán enjuagadas luego de transcurridas las 6 horas, con 15 ml 

de suero fisiológico 0.9% durante 30 segundos. 

7. Se llevará cada muestra a un tubo de ensayo individual con 15 ml de suero 

fisiológico 0.9% y se procederá a la agitación con el Vortex Dragonlab MX-F por 

60 segundos 

8. Se tomará una muestra de 1ml de cada tubo, se depositará en placas de cultivo 

y se homogenizará, posteriormente serán cultivadas a 37°C por 72 horas en 

estufa de cultivo Memmert IN110. 

9. Se procederá al conteo de unidades formadoras de colonias en placas   Petri 

mediante prueba de morfología de las colonias y el conteo en la unidad 

contadora de colonias tipo Quebec American Optical Darkfield Quebec 3330. 

10. Comprobación y conteo de UFC: 

Se realizará el conteo de unidades formadoras de colonias mediante 

prueba de morfología de las colonias, en unidad contadora de colonias 

tipo Quebec American Optical Darkfield Quebec 3330. 

a. Prueba de morfología de las colonias: Se identificarán como 

colonias de Candida albicans aquellas colonias cremosas de color 

blanco amarillento, lustrosas, poco elevadas y de bordes bien 

definidos.  

b. Uso de unidad contadora de colonias tipo Quebec: Se 

utilizará el contador de colonias American Optical Darkfield 

Quebec 3330 en el cual se colocarán cada una de las placas Petri 

en la plataforma del contador que contiene una rejilla milimetrada. 

Se iluminarán a través de un sistema de iluminación de campo 

oscuro y se observarán mediante de un lente amplificador de 1.5X. 

Se procederá al recuento de UFC mediante el conteo visual-

análogo. 

11. La unidad de medición será en número de unidades formadoras de colonias 
por ml. 

 

 

 

 

 

ANEXO 5: Protocolo fase experimental 
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b) Estudio experimental. 

Objetivos de la etapa: Determinar si el agente desinfectante en base a cobre es eficaz 
sobre Candida albicans adherida al acrílico. 

Determinar si el agente desinfectante en base a cobre tiene igual o mayor efectividad 
que los otros agentes a estudiar. 

1. 54 cuerpos de muestra de acrílico de termocurado 15x15x2mm serán 
sumergidos en 100ml de caldo Sabouraud con cepa de Candida albicans a 
concentración de 1 MacFarland. 

2. Se incubarán los cuerpos de muestra de acrílico de termocurado por 72 horas 
a 37°C en una estufa de cultivo Memmert IN110. 

3. Se enjuagarán los cuerpos de muestra de acrílico de termocurado en grupos de 
3 muestras con 100ml de suero fisiológico 0.9% durante 30 segundos. 

4. Se dividirán las muestras en 6 grupos, según cada desinfectante y el control 
negativo. 

a. 9 muestras con suero fisiológico 0.9% (control negativo) 
b. 9 muestras con Hipoclorito de sodio 0.5% 
c. 9 muestras con Clorhexidina 0.12% 
d. 9 muestras con Nistatina 100.000 UI 
e. 9 muestras con desinfectante sulfato 4.7μg/ml de cobre  
f. 9 muestras con desinfectante sulfato de cobre 9.4μg/ml 

5. Se llevará cada muestra a un tubo de ensayo individual que contenga 15 ml de 
desinfectante, por 6 horas. 

6. Las muestras serán enjuagadas luego de transcurridas las 6 horas, en grupos 
de a 3 con 100ml de suero fisiológico 0.9% durante 30 segundos. 

7. Se llevará cada muestra a un tubo de ensayo individual con 15 ml de suero 
fisiológico 0.9% y se procederá a la agitación con el Vortex Dragonlab MX-F por 
60 segundos. 

8. Se tomará una muestra de 1ml de cada tubo, se depositará en placas de cultivo 
y se homogenizará, posteriormente serán cultivadas a 37°C por 72 horas en 
estufa de cultivo Memmert IN110. 

9. Se procederá al conteo de unidades formadoras de colonias en placas Petri 
mediante prueba de morfología de las colonias y el conteo en la unidad 
contadora de colonias tipo Quebec American Optical Darkfield Quebec 3330. 

10. Comprobación y conteo de UFC: 
Se realizará el conteo de unidades formadoras de colonias mediante 
prueba de morfología de las colonias, en unidad contadora de colonias 
tipo Quebec American Optical Darkfield Quebec 3330. 

a. Prueba de morfología de las colonias: Se identificarán como 
colonias de Candida albicans aquellas colonias cremosas de color 
blanco amarillento, lustrosas, poco elevadas y de bordes bien 
definidos.  

b. Uso de unidad contadora de colonias tipo Quebec: Se 
utilizará el contador de colonias American Optical Darkfield 
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Quebec 3330 en el cual se colocarán cada una de las placas Petri 
en la plataforma del contador que contiene una rejilla milimetrada. 
Se iluminarán a través de un sistema de iluminación de campo 
oscuro y se observarán mediante de un lente amplificador de 1.5X. 
Se procederá al recuento de UFC mediante el conteo visual-
análogo. 

 
11. La unidad de medición será en número de unidades formadoras de colonias 

por ml. 
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ANEXO 6: Medición de pH 

1. Se realizará una medición de pH, utilizando un pH metro pH/ion Meter 450 
marca Corning, de: 

a. Suero fisiológico 0.9% 
b. Clorhexidina 0.12%. 
c. Nistatina 100000 UI 
d. Hipoclorito de sodio 0.5% 
e. Sulfato de cobre 4.7 μg/ml 
f. Sulfato de cobre 9.4 µg/ml 
g. Sulfato de cobre 11.8% (Alga Stop) 

2. Se realizarán 3 medidas de cada producto sumergiendo la punta de medidor en 
el líquido. 

3. Se calculará un promedio para determinar el pH final de cada uno.  
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ANEXO 7: Protocolo CLSI 



 
 

64 

 



 
 

65 
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ANEXO 7: Fotografías de UFC 

 

Control 1 Control 2 Control 3 

Control 4 Control 6 Control 5 

Control 7 Control 8 Control 9 
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Clorhexidina 1 Clorhexidina 3 Clorhexidina 2 

Clorhexidina 4 Clorhexidina 6 Clorhexidina 5 

Clorhexidina 7 Clorhexidina 9 Clorhexidina 8 
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Nistatina 2 Nistatina 3 Nistatina 1 

Nistatina 4 Nistatina 6 Nistatina 5 

Nistatina 7 Nistatina 9 Nistatina 8 
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Hipoclorito 

de sodio 1 

Hipoclorito 

de sodio 3 

Hipoclorito 

de sodio 2 

Hipoclorito 

de sodio 4 

Hipoclorito 

de sodio 6 

Hipoclorito 

de sodio 5 

Hipoclorito 

de sodio 7 

Hipoclorito 

de sodio 9 

Hipoclorito 

de sodio 8 
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Sulfato de cobre 
4.7µg/ml 1 

Sulfato de cobre 
4.7µg/ml 2 

Sulfato de cobre 
4.7µg/ml 3 

Sulfato de cobre 
4.7µg/ml 4 

Sulfato de cobre 
4.7µg/ml 5 

Sulfato de cobre 
4.7µg/ml 6 

Sulfato de cobre 
4.7µg/ml 9 

Sulfato de cobre 
4.7µg/ml 8 

Sulfato de cobre 
4.7µg/ml 7 
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Sulfato de cobre 

9.4μg/ml 1 

Sulfato de cobre 

9.4μg/ml 3 

Sulfato de cobre 

9.4μg/ml 2 

Sulfato de cobre 

9.4μg/ml 4 

Sulfato de cobre 

9.4μg/ml 6 

Sulfato de cobre 

9.4μg/ml 5 

Sulfato de cobre 

9.4μg/ml 7 
Sulfato de cobre 

9.4μg/ml 9 

Sulfato de cobre 

9.4μg/ml 8 


