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INTRODUCCION

En Chile se estima que la poblacién mayor de 60 afios corresponde al 17% de
la poblacion nacional y se espera que para el afio 2020 aumente aproximadamente al
21%?*. Del total de la poblacién mayor de 65 afios, alrededor del 63.2% es portador de
protesis removible!. Estudios mencionan que dos tercios de los individuos que portan
prétesis removibles pueden sufrir estomatitis subprotésica? la cual es una enfermedad
de etiologia multifactorial® y se describe como una proliferacion fibroepitelial de la
mucosa de paladar duro en contacto con protesis dentales mucosoportadas, asociada
al desajuste de la base acrilica o metalica, edad avanzada del usuario, protesis de
larga data, higiene oral deficiente y habitos de uso de las prétesis?, asi como también
se relaciona con infeccidon bacteriana y flingica?, siendo mayoritaria la presencia
de Candida, con mayor prevalencia la especie Candida albicans®. Ademas en las
tltimas décadas, Chile se ha consolidado como el mayor productor de cobre a nivel
mundial®, produciendo gran interés en su uso como material de auto desinfeccién en
el area médica, ya que multiples estudios han demostrado efectividad del cobre contra
una serie de bacterias y hongos, entre ellas Candida albicans®67:8910.11.1213.14 pgr |g
anterior, se ha convertido en un foco de atencion para estudios recientes en el area de
odontologia sobre su posible uso como tratamiento en casos de estomatitis
subprotésica a través de la desinfeccién de prétesis removible acrilica®.

Si bien existen una gran cantidad de estudios que explican el mecanismo de
accion y efectividad del cobre contra Candida albicans®'”18 o la efectividad del mismo
en conjunto con otros complejos”810.11.12.13.14 hay pocos estudios respecto a su empleo
en la practica odontologica. En el area de protesis removible podemos encontrar
estudios recientes donde se comparan diferentes desinfectantes versus el uso de
particulas de cobre inmersos al interior de la estructura acrilica®®, pero existe poca
evidencia del efecto del cobre como desinfectante en solucion. Es por este motivo,
gue este estudio propone comparar un agente desinfectante en base a cobre en
solucion con similares caracteristicas respecto a su presentacion versus
desinfectantes recomendados por el MINSAL®,

Dentro de la revision de la literatura, la mayor parte de los estudios encontrados
analiza el efecto antifingico del cobre sobre la Candida albicans. En éstos, el método
mas utilizado para medir la sensibilidad antimicrobiana se basa en el método de
difusion por discos, en el que se mide la aparicion del halo de inhibicién, midiendo de
esta forma la accion directa del cobre como antifiingico sobre Candida albicans® 71,
pero no se considera el medio en el que se encontraria, lo que es trascendental en la
préactica clinica odontolégica. Es por esto, que ademas de cambiar la presentacion del
desinfectante en base a sulfato de cobre, se plantea una modificacion para el estudio
de sensibilidad, ya que se busca determinar la eficacia del efecto del desinfectante en
el uso de protesis removible, midiéndose sobre acrilico de termocurado inoculado con
Candida albicans, lo que seria un acercamiento mas préoximo a la realidad clinica
actual.



Finalmente, el objetivo de este estudio es evaluar la efectividad antimicética in
vitro de un desinfectante a base de sulfato cobre en placas de resinas acrilica de
termocurado en cultivos de Candida albicans.

MARCO TEORICO
1.- Aspectos demogréficos.
l. Situacién del adulto mayor en Chile.

En los ultimos afios, se ha producido un envejecimiento de la poblacién en Chile,
estimandose que la cantidad de adultos mayores de 60 afios corresponde a 2.679.910
personas, correspondiendo al 17% de la poblacion nacional, y para el afio 2020
aumentara a un 21% llegando a 3.271.990 personas'?’. Del punto de vista de la
odontologia, segun datos del MINSAL, los adultos mayores de la Region Metropolitana
muestran un aumento en la mantencion de sus dientes, siendo que, en 2008, el 80%
de adultos de 65-74 aflos mantenia algunos de sus dientes, con un promedio de 12
dientes presentes 1. La Gltima Encuesta Nacional de Salud revela que un 27,8% de la
poblacién chilena presenta dentadura completa y que los desdentados totales
alcanzan un 33,4% si se consideran ambos maxilares?'22,

Debido al aumento del edentulismo, se observa un incremento del uso de
prétesis removibles ya sean totales o parciales. Del total de la poblacién mayor de 65
afios, un 37,1% es portador de proétesis removible maxilar (25,3%) o mandibular
(0,8%)%°, siendo que, sdlo durante el afio 2002, se realizaron 18.245 prétesis
removibles en los servicios publicos del pais?..

I. Patologias mas prevalentes, lesiones paraprotéticas

Las lesiones orales en pacientes portadores de proétesis removibles en Chile
han sido poco estudiadas?®, en consecuencia, son escasos los estudios que permitan
conocer la prevalencia de estas patologias, incluyendo la estomatitis subprotésica, que
es una de las lesiones mas frecuentes en pacientes portadores de protesis
removibles?*

En 2003 Espinoza et al. reportaron que en Santiago de Chile un 53% de los
adultos mayores presentan una o mas lesiones de la mucosa oral, siendo la mas
frecuente la estomatitis subprotésica con una prevalencia del 22,3%2°.Dos tercios de
los individuos que portan protesis removibles pueden sufrir de estomatitis
subprotésica?, la cual esta asociada al uso de prétesis 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 etiologia, la mayoria de los estudios reportan que es
multifactorial®#28, sin embargo, se puede asociar a las siguientes causas: trauma de la
mucosa generado por la prétesis removible, higiene deficiente y acumulacion de
biofilm, reaccion de hipersensibilidad a los materiales de la prétesis, factores dietéticos
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(incluyendo los que causan deficiencias hematologicas), infeccion micotica y factores
sistémicos?.

2.- Consideraciones basicas de la protesis removible.
l.  Aspectos generales

En odontologia, el término prostodoncia o rehabilitacion oral se aplica tanto a la
especialidad que se encarga de las protesis 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 estomatognatico, y el bienestar del paciente, aumentando la
capacidad masticatoria, mejorando la estética y la funcién fonética%3931,

[I.  Clasificacion de protesis removible

a. Protesis removible total: Son aquellos aparatos protéticos elaborados para
pacientes totalmente desdentados. Tienen como componentes piezas dentales
artificiales que se encuentran fijas a una base acrilica mucosoportada,
presentando una superficie interna, la cual estd en contacto con la mucosa de
la cavidad oral?®%2,

b. Protesis removible parcial: Son aquellos aparatos protéticos elaborados para
pacientes desdentados parciales. Tienen como componentes una base
metdalica o acrilica y elementos de anclaje, pueden ser mucosoportadas o
dentomucosoportadas?®®,

c. Protesis implantosoportada y retenida: Aparatologia 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 funcién y estética®.

1. Resina acrilica

Las resinas acrilicas para proétesis removibles se pueden obtener a partir de
copolimeros de poliestireno vinilo, sin embargo, las mas usadas actualmente estan
compuestas a base de metacrilato de metilo y polimetacrilato de metilo, componentes
gue al reaccionar se polimerizan, dando como resultado un plastico duro de color
similar al de los tejidos orales, representando un 95% de los plasticos usados para
fabricar protesis?®. La polimerizacion del acrilico se puede efectuar a través de dos
medios: fisicos (con radiacién o calor) y quimicos.



a. Acrilico de autocurado

Son denominados productos de autocurado o de curado en frio, las resinas
acrilicas que presentan un iniciador, el peroxido de benzoilo, cuya funcion es
reaccionar con el polvo para producir radicales libres que inician la polimerizacién del
material acrilico a temperatura ambiente, al cual se afiade también activadores
quimicos que son las aminas terciarias3*35:3,

b. Acrilico de termocurado:

Consisten en la union de un monémero (liquido) y un polimero (polvo) los cuales
deben mezclarse al igual que las resinas acrilicas de autocurado, pero para completar
el proceso de su polimerizacion requieren de una fuente de calor externa, siendo
utilizado generalmente el calor himedo o bafio 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 polimerizaciéon es uno de los mas usados actualmente,
debido a que contiene menos mondmero de metilmetacrilato sin reaccionar, lo que
reduce la irritacion tisular tras la colocacion inicial de la prétesis en cavidad oral,
ademas de ser uno de los métodos de polimerizacibn mas exactos y presentar una
resistencia relativamente elevada a la fractura por fatiga3°3.

3.- Estomatitis subprotésica (ESP).

Corresponde a un proceso inflamatorio que afecta la mucosa bucal subyacente
a una protesis removible parcial o total y restringido al area que cubre 2. Se caracteriza
por un area eritematosa, area ulcerada o proliferacion fibroepitelial provocada por la
base protésica. De etiologia multifactorial y asociada principalmente a procesos
infecciosos como candidiasis®-38:39:40,

Se produce mayoritariamente en pacientes de edad avanzada, siendo la lesidon
de mucosa oral mas frecuente en las personas mayores de edad?. No presenta
sintomatologia asociada, pero en algunos casos estd acompafiada de ardor y
prurito37-3840 afectando con mayor frecuencia la mucosa palatina?.

l. Clasificacion
a. Newton 19624

e Tipo |: Estomatitis protésica localizada simple. El uso de prétesis mal ajustadas
produce obstruccion de los ductos salivales. Es una inflamacién localizada y
minima, con presencia de petequias. Se relaciona al trauma producido por la
proétesis.

e Tipo II: Inflamacién simple generalizada. Inflamacion difusa que aparece en la
superficie de soporte de la protesis. Aparece con eritema, edema y puede
presentar sangramiento. La mucosa se encuentra hiperémica, lisa y atréfica.
Corresponde al tipo mas comun de ESP. Se encuentra demarcada por los
bordes protésicos.



e Tipo lll: Estomatitis protética granular o papilar hiperpldsica. La mucosa tiene
aspecto granular irregular o nodular. Se ve engrosada, pudiendo dar aspecto
aterciopelado o papilar. Hay inflamacion intensa e hiperemia. Puede aparecer
en todo el paladar o solo en el centro.

Los tipos Il y lll tienen relacion a procesos infecciosos, a diferencia del tipo | que se
relaciona a trastornos traumaticos.

b. Moreira et al. 19894

e Grado I: Lesiones clinicas caracterizadas por signos inflamatorios minimos,
generalmente asintomaticos. Pueden aparecer areas hiperémicas localizadas o
en forma de pequefos puntos eritematosos.

e Grado II: Lesiones francamente inflamatorias, pueden llegar a observarse los
contornos de la prétesis. La superficie mucosa es roja brillante, aparecen areas
eritematosas difusas.

e Grado lll: Lesiones constituidas por una mucosa gruesa de granulos irregulares,
gue pueden tener aspecto aterciopelado o papilar.

I. Etiologia y factores de riesgo

No existe evidencia concluyente de la etiologia de ESP, pero se sabe que es
multifactorial, principalmente asociada a levaduras del género Candida, en especial
Candida albicans®74344,

a. Candida albicans

Las levaduras del género Candida corresponden a mas de 350 especies, pero
solo algunas de ellas estan implicadas en infecciones humanas®, se encuentran
presentes en la flora normal de piel, mucosas y aparato gastrointestinal?.

Se ha descubierto que Candida albicans, es capaz de crecer en rangos de pH
2 a 10%, Candida albicans ha sido aislada en distintos sitios anatémicos que varian en
pH incluyendo estdémago (pH 2)*’, vagina (pH 4-5)* y mucosa oral*®, sugiriendo la
adaptacién al pH ambiental siendo fundamental en la patogenicidad de Candida
albicans. Esto puede explicarse por una adaptacion por parte de la pared celular de
acuerdo al pH en el que se encuentra. En condiciones acidas se demostré una pérdida
de la estructura organizacional de la pared celular mas externa, teniendo una
apariencia menos fibrilar*®, por otro lado, a pH alcalino se promueve el crecimiento de
hifas en Candida albicans®°.

La levadura Candida es la causa mas comun de infecciones por hongos, siendo
Candida albicans la cuarta causa de infecciones micéticas crénicas en la mucosa®4y
es sefalada generalmente como agente causal de ESP, pudiendo existir otras
especies microbianas involucradas?®. Esta levadura coloniza el borde y la superficie
de la placa microbiana presente en la protesis, generando sustancias altamente



irritantes que pueden desencadenar la lesion. Es la especie aislada con mayor
frecuencia en casos de estomatitis subprotésica a partir de muestras clinicas®..

b. Otros factores de riesgo

Ademas 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

°© 0 O O

Disminucion en el flujo salival y variacién de pH®2.
Enfermedades crénicas®®4.

Dieta escasa en nutrientes o alta en carbohidratos®?.
Enfermedades degenerativas®.

Pacientes inmunosuprimidos®?.

Factores locales:

@)
©)

Mecanico. Debido a trauma protésico535556:57,

Método de higiene. Una mala higiene favorece la acumulacion de
placa bacteriana potenciado el desarrollo de organismos
oportunistas “* %8 ademas el ambiente acido producido por éstos
microorganismos contribuye a la apariciéon de ESP?°,

Tiempo de uso. Uso continuado de la protesis y en especial
nocturno?:.

Prétesis antiguas. El deterioro de las protesis aumenta las
probabilidades de ESP344,

Alergia al material de la base protésica. Sensibilidad a los
materiales de confeccion de la base protésica que producen
irritacion de la mucosa en contacto con la protesis®’.

Reaccion irritante. Productos para higienizar la prétesis pueden
producir una reaccion irritativa si no son bien enjuagados>>°7:58:59,
Microbiano. Producto de toxinas generadas por el biofilm o por
infeccion micotica, en especial por presencia de Candida
albicans®’.

Otros factores

o

@)
@)
@)
@)

Combinaciones de factores previos®’.

Cigarrillo#3:56:59,

Edad?>0.

Consumos de alimentos calientes con la prétesis puesta®®.
Aspectos propios de la prétesis®?. El acrilico debido a su porosidad
funciona como un reservorio de diversos microorganismos®?.
Origen desconocido®’.



[1. Diagnéstico

El diagnoéstico se realiza principalmente segun hallazgos clinicos, 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 diagnéstico considera las
caracteristicas propias de cada paciente®.

ESP es considerada una lesion oral asociada a candidiasis oral, en especial a
Candida albicans. Su presencia puede ser confirmada por observacién directa al
microscopio y/o mediante su aislamiento en cultivo®?. La resolucion de la lesién, luego
de la instauracion del tratamiento en un periodo de 1 a 2 semanas, confirma el
diagnéstico®s.

V. Tratamiento

Debido su etiologia multifactorial, es preciso identificar y corregir los factores
predisponentes y tratar la infeccion?®. Generalmente se realiza mediante el control de
placa, eliminacion del uso nocturno y terapia antifingica®%4. Es por este motivo que
se han planteado diversas opciones de tratamiento:

a. Control de placa: Mejorando la higiene bucal, la limpieza de la protesis y
desalentando a los pacientes a usar sus protesis en la noche. Se
recomienda sumergir el aparato protésico durante la noche en una
solucion antiséptica®®.

b. Eliminacion de factor traumatico: Mediante el reemplazo de proétesis
antiguas, la eliminacion de irregularidades anatémicas y/o restableciendo
una oclusién atraumatica®’.

c. Siliconas o acondicionadores de tejidos combinados con agentes
antifingicos37-66:67-

d. Terapia farmacolégica antifungica:

e Topica: Se utiliza en fases iniciales®.

e Sistémica: Se sugiere para pacientes inmunosuprimidos. También se
utilizan en casos con mayor complejidad, que no responden al
tratamiento topico®.

La terapia farmacoldgica tiene una amplia variedad de opciones, entre los que
se encuentran:

e Anfotericina B%8. Presentacion en tabletas, cremas o enjuagues. Se une a la
membrana de Candida desencadenando muerte celular®® Tiene sabor
desagradable que afecta el cumplimiento del tratamiento por parte del
pacienteb2.8,



e Nistatina®¥%, Presentacion en suspension oral o enjuagues y comprimidos®.
Tiene poca absorcidén al ser ingerida y un sabor desagradable que afecta el
cumplimiento del tratamiento del paciente®®.

e Clorhexidina: Efectiva en la reduccién de la formacion y crecimiento de
biopeliculas por Candida®®°.

e Fluconazol: De uso sistémico, se utiliza cuando la estomatitis no responde al
tratamiento topico o en pacientes inmunosuprimidos’?.

Tratamiento recomendado por Ministerio de Salud

El tratamiento recomendado por el MINSAL para ESP sugiere controlar factores
irritativos®®, reforzar medidas de higiene oral y protésica’?, indicar antimicéticos topicos
y sistémicos frente a sospecha de infeccion flngica.

Dentro de las medidas de higiene oral y limpieza del aparato protésico, indica
que las protesis deben mantenerse limpias, mediante la combinacion de métodos
mecanicos (cepillado con agua, jabon, dentifricos o abrasivos y tratamiento de
ultrasonido) y de métodos quimicos (uso de hipocloritos, peroxidos, enzimas, acidos y
enjuagues para protesis)?.

Para la limpieza diaria recomienda remover y limpiar las proétesis con un cepillo
suave, pasta dental y depositarlas en un recipiente con agua pura, enjuagandose 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 desinfeccion en casa debe ser realizada 1 vez por semana con 10 gotas de cloro
en un vaso con agua. En el caso de prétesis metalicas deben dejarse remojar en la
noche en una solucion de clorhexidina, ya que el hipoclorito de sodio causa
decoloracion del metal.

4.- Agentes desinfectantes de protesis removible

I.  Método de higiene de protesis removible.

Las prétesis removibles tradicionales de acrilico de termocurado, constituyen un
medio favorable para la colonizacion y proliferacién de los microorganismos debido a
la capacidad de adhesion al polimetilmetacrilato por parte de éstos®®!, razén por la
cual las protesis deben mantenerse limpias y libres de residuos alimenticios para evitar
su colonizacién, tinciones, mal olor o inflamacién de la mucosa de soporte®73.

Algunos autores han observado que la higiene de los pacientes no siempre es
la mas adecuada, esto se debe a la falta de orientaciébn por parte del tratante,
negligencia del paciente o una capacidad motriz disminuida®’. Ademas, las



caracteristicas, tipo y calidad del acrilico de las prétesis, defectos en su confeccién o
la ineficiente capacidad de limpieza de productos comerciales, pueden favorecer la
formacion del biofilm y evitar su correcta remocion®74.

De acuerdo a la literatura, los métodos mas comunes para la limpieza de las
prétesis removibles se pueden dividir en dos grupos: mecanicos y quimicos’ 6

a. Método mecanico: Sibien este método es sencillo y econémico, no es suficiente
en la remocion de biofilm y es necesario combinarlo con el uso de
desinfectantes quimicos’’.

b. Método quimico: Es el mas popular y eficaz para la limpieza de protesis,
respecto al control y prevencion de estomatitis subprotesica asociada a Candida
albicans, en relaciéon al método mecanico’’. Los desinfectantes se clasifican
como peroxidos alcalinos, hipocloritos alcalinos, acidos, desinfectantes y
enzimas?’. La efectividad depende de la concentracién, tiempo de exposiciéon y
pH. Por otra parte, la concentracion bacteriana, concentracion del desinfectante
y tipo de material expuesto al desinfectante son factores que afectan el tiempo
de desinfeccion protésica’s.

Se ha reportado que sumergir las prétesis por unos minutos diariamente en
clorhexidina, produce una reduccion del ardor de la mucosa en pacientes con
estomatitis subprotesis, sin embargo, puede haber recurrencia si es suspendido el
tratamiento?’.

[I. Desinfectantes antimicoticos
a. Clorhexidina:

Antiséptico de accion rapida y de amplio espectro, de pH 5.5 a 7, no irritante, de
baja absorcion en piel y mucosas y baja toxicidad sistémica’®. Indicado para las
afecciones secundarias a intervenciones odontoldgicas, lesiones bucofaringeas
bacterianas, micoticas o herpética, prevencion de caries y halitosis. Ayuda al control
bacteriano asociado con inflamacién gingival, sangrado y Ulceras’®,

Debido a sus propiedades cationicas se une a la hidroxiapatita del esmalte, a la
pelicula adquirida y a las proteinas salivales lo que le otorga la propiedad de
sustentabilidad y liberacién gradual durante 8 a 12 horas®73,

Se disocia a un pH fisiolégico, formando una molécula cargada positivamente,
capaz de unirse a la pared bacteriana y otra molécula cargada negativamente,
alterando su equilibrio osmaético. Dependiendo de su concentracion sera el efecto que
producira en la célula, a bajas concentraciones produce un aumento de la
permeabilidad y filtracion de los componentes intracelulares y sustancias de bajo peso
molecular como fésforo y potasio, lo que genera un efecto bacteriostatico. En
concentraciones mas altas, produce la precipitacion del citoplasma bacteriano y
muerte celular generando un efecto bactericida’ 8.



b. Hipoclorito de sodio

Compuesto halogenado, altamente alcalino (base fuerte de pH 11 a 11.5),
utilizado como agente desinfectante e irrigante®®. Liquido claro, palido, verde-
amarillento y con fuerte olor a clorito e irritante de piel y mucosas’’® Fuerte
saponificador y solvente sobre el tejido necrético, componentes salivales’38! y restos
organicos, ademas de ser un potente antimicrobiano de amplio espectro contra
bacterias grampositivas y gramnegativas, esporas, virus lipofilos e hidréfilos y
hongos’®8L, Presenta un efecto de accion rapida pero no prolongada’.

Su forma activa es el acido hipocloroso no disociado (HOCI)®, presenta
capacidad oxidativa sobre grupos sulfihidrilo (-SH) de aminoacidos y proteinas’8384,
produciendo la inhibicién de sistemas enzimaticos bacterianos. Ademas, contribuye
con la inactivacion de componentes de la pared bacteriana, deshidrata y solubiliza las
proteinas.

c. Nistatina

Agente antimicético producido por cultivos de Streptomyces nourseit!®,
relativamente téxico, presenta un pH 6.5 a 8. Puede inducir nauseas, vomitos 78 85 81
e irritaciones en la piel”®, por lo tanto, se indica para el tratamiento de infecciones
mucocutaneas producidas por las distintas especies de Candida en boca, eséfago y
vagina’®®! como profilaxis de candidiasis en pacientes inmunodeprimidos™ y en la
prevencion del desarrollo de sobreinfecciones como consecuencia del tratamiento con
antibidticos de amplio espectro.

Es un polvo higroscépico amarillo que se ve alterado por la exposicion
prolongada a la luz, calor o aire y se descompone de manera gradual por arriba de los
160°C"8, Posee una funcién fungistatica o fungicida segiin su concentracions,

En el caso de estomatitis se usa via oral, ya en sea en suspension o tabletas y
su aplicacion es de 2 a 3 veces al dia en adultos’®, el tratamiento se prolonga hasta
48 horas después de desaparecidos los sintomas. En estomatitis se recomienda
mantener en la cavidad oral el mayor tiempo posible®’.

d. Cobre
e Aspectos generales

Actualmente, las caracteristicas del cobre son conocidas y valoradas por facilitar
el funcionamiento de la sociedad moderna; por consiguiente, tiene un amplio uso en
areas industriales, informéaticas, 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 anuales®®.

El cobre es un micronutriente para organismos aerobios, tanto procariotas como
eucariotas 8. Al actuar como enzima cofactor esencial, impulsa procesos y estudios
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bioquimicos significativos que han determinado sus propiedades biocidas en la
prevencion 'y el control del crecimiento de wuna amplia variedad de
microorganismos'?8889  Dentro del area médica ha cobrado importancia como
antimicrobiano, mediante su incorporacion 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 interés®.

e Mecanismo de accién como antifingico

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 dafio a la membrana citoplasmética, produciendo su
despolarizacion y facilitando la entrada de iones de cobre a la célula, lo que amplifica
su dafio'891 Este ingreso de iones de cobre al interior de la célula, puede inducir
reacciones de radicales libres®” y secundariamente producir un aumento en el estrés
oxidativo®2,

e. Sulfato de cobre

Compuesto quimico de férmula CuSO4% que se presenta en 2 formas
principalmente: sulfato de cobre (I) (sulfato cuproso) y como sulfato de cobre (ll)
(pentahidratado), se encuentra en el comercio como prismas irregulares de color azul
transparente®3°49.%y que en contacto con el aire produce una ligera eflorescencia
blanca, experimentando la fusién acuosa a un calor suave, mas soluble en agua
caliente que en fria. Su sabor es acre, metalico y nauseoso®.

e Sulfato de cobre (I) o sulfato cuproso (Cu2S04):

Sal anhidra insoluble de color blanco, en donde el ion cobre se encuentra en
estado de oxidacion +1, siendo muy inestable, su uso es menos frecuente que el
pentahidratado, en caso de someterse a calor intenso, se descompone en Oxido
clprico, gas sulfuroso y oxigeno®. La forma anhidra se usa como detector de
humedad®.

e Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4-5H20):

Fuerte irritante para la piel y las membranas mucosas, incluyendo nariz,
garganta y 0jos, en caso de ingesta puede producir hipotensién, vomitos,
gastroenteritis hemorragica asociada con erosion de las mucosas, gusto metalico,
sensacion de quemaduras en el epigastrio y diarrea y depresion del sistema nervioso
central con coma en los casos graves®,

Se elabora a partir de una reaccion del 6xido de cobre Il con acido sulfarico
diluido, esta dilucion se calienta hasta alcanzar la saturacién resultando en el
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desprendimiento de gas sulfuroso y en la formacién de la sal sulfato de cobre .
Posteriormente, se deja enfriar, cristalizando el pentahidratado azul®.

El sulfato de cobre Ill se utiliza como preparacion de otros compuestos de cobre
para fabricar fungicidas®, se utiliza como alguicidas®, abonos, pesticidas®, en
prevencion de hongos para plantas®’, complemento alimenticio en animales y en
medicina, entre otros®. En odontologia, de acuerdo con Anand et al. se observaron
gue incorporando CuSO4 a compuestos antimicoticos como fluconazol y anfotericina
B, existe un aumento de la inhibicién porcentual de Candida albicans'?.

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 20°C*°.

5.- Pruebas de sensibilidad.

Existen diferentes pruebas de sensibilidad antimicrobiana, las cuales se basan
en la evaluacion in vitro de la capacidad que tienen diferentes agentes antimicrobianos
y antifingico de inhibir el crecimiento de microorganismos. Esta capacidad puede ser
evaluada por métodos de dilucién o difusiont00.101.102,

Actualmente, el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) y el European
Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) presentan guias para
susceptibilidad para microorganismosi®. Para la determinaciéon de algunos hongos
filamentosos, CLSI dispone de un protocolo estandar [M38-A]103.104,

I. Test de sensibilidad para determinacién de concentracidon minima inhibitoria en
organismos fungicos (CMI):

El CMI es un método de prueba de susceptibilidad antifangica disponible para
detectar la resistencia antimicética y para determinar el mejor tratamiento contra un
hongo especifico!®. La CMI se define como la concentracion mas baja de un
antifangico que inhibe el crecimiento de un microorganismo en un determinado periodo
de tiempo y se expresa en mg/L%1%,

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

El método de difusion por disco es una de las mas antiguas técnicas para el
estudio de susceptibilidad antimicrobiana y continla siendo una de las mas
ampliamente utilizadas en la rutina de los laboratorios clinicos'®. Este método ha
sido desarrollado y validado so6lo en el caso de azoles y equinocandinas para
Candida'®?. Se utiliza un inéculo estandarizado a 0.5 McFarland y las placas son
incubadas a 35° C durante 24 h. Los resultados de la prueba de susceptibilidad
segun los criterios interpretativos de diametro de zona para especies de Candida
permiten clasificar los aislados en susceptibles, resistentes, susceptible dosis-
dependiente y no susceptible®. Las pruebas de disco son econémicas, faciles de
realizar y proporcionan una prueba de deteccion ideal%2,
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b. Métodos de microdilucién en caldo:

Los métodos de microdilucion son el gold estandar en los métodos de
sensibilidad tanto de levaduras como de hongos filamentosos%2. Estos métodos se
basan en la capacidad de crecimiento fangico en pocillos de placas de micro
dilucién, las cuales contienen un caldo de cultivo y diluciones seriadas de los
antifangicos en el medio liquido, el cual se inocula con un nimero estandarizado
de microorganismos y se incuba durante un tiempo determinadol®. 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 farmacos
antifiingicos, entre otros4,

PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢ Existe diferencia en la efectividad antimicética frente a Candida albicans en
cuerpos de muestra de acrilico de termocurado, de un desinfectante fabricado a base
de sulfato de cobre, en comparacidn con nistatina, hipoclorito de sodio y clorhexidina?

OBJETIVO GENERAL

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

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) in vitro de un desinfectante
experimental a base de sulfato de cobre para Candida albicans.

e Comparar la disminuciéon 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.

e Comparar la disminucion 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%.

e Comparar la disminucion 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 METODOS

Estudio de tipo experimental analitico, in vitro. Donde se utilizaron cepas de
Candida albicans (ATCC 90028) del laboratorio de micologia de la Facultad de
Medicina Universidad de Valparaiso, inoculadas en placas de acrilico de termocurado
de 15x15x2mm, esterilizadas en autoclave y cultivadas en agar Sabouraud en el
laboratorio de micologia de la Facultad de Medicina Universidad de Valparaiso.
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Para la determinacion del tamafio muestral se utilizé el método de la tripleta,
gue consiste en utilizar el menor namero 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 tamafio muestral mayor y por ende mas representativo, utilizando 9
preparaciones por desinfectante. Por lo tanto, el tamafio total de las muestras fue de
54.

Uno de los investigadores se estandarizé en el conteo de UFC mediante un
ciego simple con un gold estandar (Dr. Rodrigo Cruz, director del departamento de
micologia de la Facultad de Medicina, Universidad de Valparaiso) que consistié 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 seleccioné e indico los sectores a cuantificar. Se obtuvo una
concordancia de 0.99 segun indice 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
pg/mly 9.4ug/ml, clorhexidina 0.12%, nistatina 100000 Ul, hipoclorito de sodio 0.5%).
Variable de tipo cualitativa nominal.

2. Definiciones:

Efectividad: Se definira como efectividad de un desinfectante, aquel que logre
una reduccion de unidades formadoras de colonias de Candida albicans con una
diferencia estadisticamente significativa en comparacién al grupo control.

CMI: Para este estudio CMI corresponde a la concentracion mas 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.  Pruebadeinoculacién

3 cuerpos de muestra de acrilico de termocurado fueron sumergidos en 30 ml
de caldo Sabouraud con cepa de Candida albicans (ATC 90028) a una concentracion
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 fisiolégico (NaCl 0.9%) por 30 segundos
(Fig.3). Se procedio a llevar cada cuerpo de muestra a un tubo de ensayo individual
con 15 ml de suero fisiolégico 0.9%, los cuales se sometieron a agitacion 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).

Figura 1 Figura 2 Figura 3

Fig.1: Inoculacién de 3 cuerpos de muestra de acrilico 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 acrilico en 100 ml con suero fisiol6gico

NaCl 0.9% por 30 segundos.

Figura 4 Figura 5 Figura 6

Fig.4: Tubo de ensayo individual con 15 ml de suero fisiologico NaCl 0.9% y
agitacion con Vortex Dragonlab MX-F por 60 segundos; Figura 5: 1ml de suero
fisiol6gico NaCl 0.9% depositado en placa de cultivo con agar Sabouraud. Fig.6:
Cultivo en estufa Memmert IN110 por 72 horas a 37°C.

La inoculacién de los 3 cuerpos de muestra de acrilico de termocurado se
determind visualmente, donde se comprobd si existia o no crecimiento de Candida
albicans en las placas Petri (Fig.7).
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Figura 7
Fig.7: UFC presentes en placa petri luego de la etapa de cultivo por 72 horas a
37°C.

[I.  Estudio piloto.

Se realizé un estudio piloto con el objetivo de poner a prueba el protocolo de
investigacion e identificar la variable concentracion del sulfato de cobre.

a. Inoculacién de cuerpos de muestra:

15 cuerpos de muestra de acrilico de termocurado fueron sumergidos en 100
ml de caldo Sabouraud con cepa de Candida albicans (ATC 90028) a una
concentracion 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 fisiolégico 0.9% por 30 segundos (Fig.10).

Figura 8 Figura 9 Figura 10

Fig.8: Inoculacién de cuerpos de muestra de acrilico 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 acrilico en 15 ml cada uno con suero
fisiolégico NaCl 0.9% por 30 segundos.
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b. Preparaciéon de desinfectantes:
e Clorhexidina 0.12%: Colutorio marca Oralgene 0.12% 120 ml (Fig.
11).Nistatina 100000 Ul: Recetario magistral 100000 Ul en solucién sin
alcohol 1000 ml (Fig. 12).
e Hipoclorito de sodio (NaOCI) 0.5%: Marca Anga Ltda. al 2%, se diluyo 25
ml de hipoclorito de sodio en 75 ml de agua destilada (Fig. 13).
e Sulfato de cobre 1.4ug/ml: Sulfato de cobre marca Alga Stop 11.8%, se
diluy6 6.25 yL en 500 ml de agua destilada (Fig. 14).

Figura 11 Figura 12 Figura 13 Figura 14

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

Grupo control

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

Figura 15

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

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

Figura 16 Figura 17

Fig.16: Colocacion de desinfectante en tubos de ensayo; Fig.17: Division de grupos
de 3 tubos por cada desinfectante.

d. Cultivo post-desinfeccién

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 fisiolégico 0.9% por 30
segundos (Fig. 18) y se procedio a llevar cada cuerpo de muestra a un tubo de ensayo
individual con 15 ml de suero fisiologico 0.9%, los cuales se sometieron a agitacion
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).
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Figura 18 Figura 19 Figura 20 Figura 21

Fig.18: Enjuague de cuerpos de acrilico de a 3 en 100 ml con suero fisiologico NaCl
0.9% por 30 segundos; Fig.19: Agitacion con Vortex Dragonlab MX-F en 15ml cada
uno con suero fisiologico NaCl 0.9% por 60 segundos; Fig.20: 1ml de suero
fisiolégico NaCl 0.9% depositado en placa de cultivo con agar Sabouraud. Fig.21:
Cultivo en estufa Memmert IN110 por 72 horas a 37°C.

e. Prueba de morfologia:

Se identificé la presencia de Candida albicans mediante la prueba de
morfologia de las colonias, con lupa estereoscopica 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 realizé una calibracion de uno de los investigadores con un
gold estandar, para el proceso de conteo de unidades formadoras de colonias (Dr.
Rodrigo Cruz, Departamento de micologia, Universidad de Valparaiso).

Para el conteo de UFC se utilizé 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 iluminacion de campo oscuro y se observo a través de un lente amplificador
de 1.5X, procediéndose al recuento de UFC mediante el conteo visual-analogo.
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Figura 22
Fig.22: Contador de colonias American Optical Darkfield Quebec

[lIl. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del
sulfato de cobre.

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria del desinfectante
a base de sulfato de cobre sobre Candida albicans, se realizé una microdilucién en
caldo, adaptando el estandar CLSI para el estudio de sensibilidad a los antifungicos,
propuesto por el comité de estandarizacion de ensayos in vitro americano.

a. Preparacion 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 sédico, tamponado con acido morfolino propano sulfénico (MOPS) 0.164
M, ajustado a PH 7 +- 0.1 y con 0.2% de glucosa.

Componentes
o RPMIT640.....o e 10.40¢g
o Tampon MOPS. ... ... 34.53¢

e Agua destilada

Se disolvieron 900 ml de agua destilada las cantidades indicadas de RPMI 1640
y del tampdn MOPS, agitando hasta su completa disolucion. Se ajusté el pH a 6.9 —
7.1 utilizando NaOH 1N. Finalmente se afiadié agua destilada hasta completar un litro

y se filtré estérilmente con un filtro de 0.45 pm. Se mantuvo refrigerado hasta su uso a
4 -8°C.
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b. Preparacion del in6culo

Desde un cultivo de Candida albicans (ATCC 90028) en agar Sabouraud de 24
horas a 37°C, se prepard una suspension a una concentracion 0.5 McFarland en un
tubo con 5 ml de suero fisioldgico 0.9%. Se realizé una dilucién 1:1000 de caldo RPMI
1640. La solucion para la posterior inoculacion de placas se preparé tomando 10 pl,
gue fue agregado a un tubo con 10 ml de RPMI 1:1000.

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

Se determind una concentracion madre (CM) de sulfato de cobre 10 veces
superior de 2.94 pg/ml (valor determinado segun las instrucciones del fabricante). A
partir de esta solucion madre se preparé una serie de diluciones, proceso detallado en
en la figura 23, utilizando como diluyente RPMI 1640. La concentracion madre
corresponde a 3010.56 pg/ml (Tabla I).

Al terminar las diluciones todos los tubos contenian 1 ml, excepto el tubo n°11
que tenia 2 ml, motivo por el cual se desech6 1 ml del tubo n°11 (Fig. 24).

N =
| = < |
2 € =
s 2 il 1l _
1505 zuLrn il oo/ & tm B
752,60l N
ML 97 488101 ®&
’ X —
3010,5uL s, = — ‘
@ 025m_ (® &/ &8 1
E 2/ 23,51
2ml ~
376,3ul = 1 —
HNGs,  9an )|
Oy

2mil =
47uL ‘ \10/‘ 1ml \”)‘
..
5,8uL 2,9uL

Figura 23: Serie de diluciones de antifungico segun protocolo CLSI.

Posteriormente se realizé una dilucién 1:5 agregando 4ml de RPMI a cada tubo.
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Figura 24

Fig.24: Diluciones de antifungico segun protocolo CLSI, de mayor a menor
concentracion de desinfectante a base de sulfato de cobre.

d. Preparacion de placas de microdilucién

Se sembraron 100ul de dilucién en las placas de microdilucién, donde a cada
pocillo se le agregé 10ul del desinfectante de sulfato de cobre a diferentes
concentraciones, mas 90ul de levadura, preparada previamente en la fase de
inoculacién. De la columna 1 a 10 (de izquierda a derecha) se rellend con las diferentes
concentraciones del desinfectante, donde la columna 1 correspondié a la
concentracion del tubo 2 y asi sucesivamente. La columna 11 fue el control de
crecimiento, conteniendo solamente dilucién de levadura 1:1000. La columna 12 fue
control de esterilidad, conteniendo Uunicamente caldo RPMI 1640 (Fig. 25). Se llevo a
cultivo por 24 horas a 37°C, en ausencia de luz.

Figura 25

Fig.25: Placa de microdilucién, 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 estereoscopica Zeiss Stemi 2000-C
a 40X, determinado que la CMI era la concentracion mas baja utilizada en la que no
se observaba crecimiento de la levadura (Fig. 26). Adicionalmente se tomé 3ul de
muestra de uno de los pocillos y se sembr6 en agar Sabouraud para corroborar que la
levadura observada correspondia a Candida albicans.

Tabla I.
A un
[ug/ml]  Transferir tubo con  [pg/ml] [hg/mi]
Tubo N° o Tubo final en
inicial (ml) RPMI resultante
placa
(ml)
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 15 376,32 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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Figura 26.A Figura 26.B Figura 26.C Figura 26.D
Fig.26: Andlisis de crecimiento de Candida albicans en placa de microdilucion con
lupa estereoscoépica Zeiss Stemi 2000-C a 40X. 26.A: columnas 1, 2 y 3; 26.B:
columnas 4, 5y 6; 26.C: columnas 7, 8y 9; 26.D: columnas 10, 11y 12.

4. Fase experimental
I.  Procedimiento
a. Inoculacién de cuerpos de muestra:

54 cuerpos de muestra de acrilico de termocurado fueron sumergidos en 100ml
de caldo Sabouraud con cepa de Candida albicans (ATCC 90028) a una concentracion
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 fisiologico 0.9% por 30 segundos (Fig. 29).

Figura 27 Figura 28 Figura 29

Fig.27: Inoculacion de 56 cuerpos de muestra de acrilico 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 acrilico en 15 ml cada uno con suero
fisioldgico NaCl 0.9% por 30 segundos.
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b. Preparaciéon de desinfectantes:

Clorhexidina 0.12%: Colutorio marca Oralgene 0.12% 120 ml (Fig. 30).
Nistatina 100000 Ul: Recetario magistral 100000 Ul en solucién sin alcohol
1000 ml (Fig. 31).

Hipoclorito de sodio 0.5%: Marca Anga Ltda. al 2%, se diluyé 25 ml de
hipoclorito de sodio en 75 ml de agua destilada (Fig. 32).

Sulfato de cobre 4.7 pg/ml: Sulfato de cobre marca Alga Stop 11.8%, se
diluy6 3.9 uL en 100 ml de agua destilada (Fig. 33).

Sulfato de cobre 9.4 pug/ml: Sulfato de cobre marca Alga Stop 11.8%, se
diluy6 7.9 uL en 100 ml de agua destilada (Fig. 34).

Colutorio

Antiséptico
Buco-Faringeo

120mL

Figura 30 Figura 31 Figura 32 Figura 33 Figura 34

Desinfectantes: Fig. 30: Clorhexidina 0.12% Oralgene 120 ml; Fig. 31: Nistatina
100.000 Ul Recetario magistral 2000 ml; Fig. 32: Hipoclorito de sodio (NaOCI) 0.5%
Anga Ltda. al 2%; Fig. 33: Sulfato de cobre 4.7ug/ml; Fig. 34: Sulfato de cobre
9.4ug/ml.

Grupo control
e Cloruro de sodio 0.9% FlexPharma (Fig. 35).

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

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 fisiolégico (control negativo), 9 muestras con Clorhexidina 0.12%, 9
muestras con nistatina 100000 Ul, 9 muestras con hipoclorito de sodio 0.5%, 9
muestras con sulfato de cobre 4.7ug/ml y 9 muestras con sulfato de cobre 9.4ug/ml,
por un periodo de 6 horas.

Figura 36

Fig.36: Desinfeccion de muestras de acrilico en 10ml en los distintos desinfectantes
y grupo control.

d. Cultivo post-desinfeccién:

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 fisiologico 0.9% por 30
segundos (Fig. 37) y se procedio a llevar cada cuerpo de muestra a un tubo de ensayo
individual con 15 ml de suero fisiolégico 0.9%, los cuales se sometieron a agitacion
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).

26



Figura 37 Figura 38 Figura 39 Figura 40

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

e. Prueba de morfologia:

Se identifico la presencia de Candida albicans mediante la prueba de morfologia de
las colonias, con lupa estereoscopica 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 utilizo 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 iluminé a través de un sistema de iluminacion
de campo oscuro y se observé a través de un lente amplificador de 1.5X y se procedi6
al recuento de UFC mediante el conteo visual-analogo.

La unidad de medicion fue en nimero de unidades formadoras de colonias por ml.

g. Medicién de pH

Se realizé una medicion de pH para cada desinfectante, agua destilada, grupo control
y sulfato de cobre a la concentracién comercial (11.8%) utilizando un pH metro pH/ion
Meter 450 marca Corning. Se midio 3 veces cada producto y se calculé un promedio.

27



I[I.  Andlisis estadistico

Para realizar este estudio se implementd el software estadistico SPSS Statistics
version 19. Mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba U de Mann-Whitney.

RESULTADOS

Para la realizacidén de este estudio, fueron inoculados 54 cuerpos de muestra
de acrilico 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

. Pruebadeinoculacion

La inoculacion de los 3 cuerpos de muestra de acrilico de termocurado se
determind visualmente, donde se comprobo si existia o no crecimiento de Candida
albicans en las placas Petri. Luego de las 72 horas se observo crecimiento de Candida
albicans en las tres placas estudiadas (Tabla II), previa comprobacién de morfologia
mediante microscopia.

Presencia de Candida

Placa n® albicans
1 Si
2 Si
3 Si

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

[I. Estudio piloto

Se sometieron a prueba 3 cuerpos de muestra de acrilico para cada grupo
desinfectante. Luego de 72 horas se observé crecimiento de Candida albicans en el
grupo SulfCo 1.4 pg/ml, donde la placa 1 fue similar al grupo control, a diferencia de
los otros desinfectantes donde no hubo crecimiento de colonias (Tabla IlI).
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Placa/ Nista CHX 0.12% Hipo 0,5%  SulfCo 1.47

Desinfectante Control 100.000UlI [Mg/mi]
1 587 0 0 0 95
2 97 0 0 0 56
3 140 0 0 0 41

Tabla Ill. Nomero de UFC en estudio piloto.

[ll.  Determinacién concentracién minima inhibitoria (CMI) para
desinfectante en base de dilucién de sulfato de cobre.

El valor de concentracién minima inhibitoria para el sulfato de cobre sobre
Candida albicans se analiz6 mediante lectura visual con microscopio. No se observé
crecimiento de la levadura en los pocillos 1 a 6, determinando que la concentracién
mas baja utilizada en la que no se observa crecimiento de la levadura corresponde a
4.7 pg/ml (Tabla 1V)

Posterior a la siembra en agar Sabouraud de 3ul de muestra del pocillo 10, se
corroboro que la levadura observada correspondia a Candida albicans.

Pg\(j:(i)l)lo SulfCo [ug/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 Si
8 1,176 Si
9 0,588 Si
10 0,294 Si

Tabla IV. Presencia de Candida albicans para determinacion de CMI.
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IV.  Medicion de pH

Medicion Agua Nista CHX Hipo SulfCo SulfCo SulfCo

e Control destilada 100.000 0.12% 0,5% 11.8% 4.7 9.4
Ul [ug/ml]  [pg/mi]
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 54 7.3 6.1 7.8 114 8.8 7.4 7.9
MEDIA 54 7.1 6 7.8 11.5 8.8 7.5 7.9

2. Fase experimental

Los resultados obtenidos respecto a la accion antimicotica de cada desinfectante y
el nimero de UFC observadas, respectivas a cada placa de cultivo son descritas en la
tabla V.

Desinfectante

Placa Control Nista CHX Hipo SulfCo SulfCo
(suero) 100.000UlI 0.12% 0,5% 4,7ug/mi 9,4ug/mi
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

Tabla V. Presencia de UFC en placas de cultivo segun cada desinfectante utilizado.
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Grafico 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 UlI, clorhexidina 0.12% e
hipoclorito de sodio 0.5%, 20 UFC para sulfato de cobre al 4.7 pg/ml y 5 UFC para
sulfato de cobre 9.4 pg/ml.

3. Andlisis estadistico

Se utilizé el software estadistico SPSS statistics, version 19. Se realizé un
analisis de los supuestos de los cuales se cumplio el de aleatoriedad e independencia,
no cumpliéndose el de homocedasticidad (Tabla VI) y normalidad (grafico 2, 3y 4)

Prueba de homocedasticidad de varianzas

Cantidad
Estadistico .
de Levene gl1 gl2 Sig.
8,985 5 48 ,000
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Tabla VI. Prueba de homocedasticidad.

Grafico Q-Q normal de Cantidad

para Desinfectante= Control (suero)

Normal esperado

Gréfico 2. Muestra una distribucion normal de los datos del grupo control.

Normal esperado

T
100 200
Valor observado

Grafico Q-Q normal de Cantidad

para Desinfectante= SulfCo 4,7

300

400

3

in

T
[u} 50

Valor observado

Grafico 3. Muestra una distribucion no normal de los datos para sulfato de cobre 4.7

pg/ml.
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Grafico Q-Q normal de Cantidad

para Desinfectante= SulfCo 94

Normal esperado

T 1 T 1 1 L 1
-10 0 10 20 30 10 50
Valor observado

Grafico 4. Muestra una distribucion no normal de los datos para sulfato de cobre 9.4
pg/ml.

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

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

1) Existe diferencia significativa en la disminucion de unidades formadoras de colonias
de Candida albicans entre:

a) Sulfato de cobre 4.7 ug/ml y nistatina 100000 Ul (p=0.002)

b) Sulfato de cobre 4.7 ug/ml y clorhexidina 0.12% (p=0.002)

c) Sulfato de cobre 4.7 ug/ml e hipoclorito 0.5% (p=0.002)

d) Sulfato de cobre 4.7 ug/ml y el grupo control (p=0.002)

e) Sulfato de cobre 4.7 ug/ml y sulfato de cobre 9.4 pg/ml (p=0.47)
f) Grupo control y sulfato de cobre 9.4 ug/ml (p=<0.001)

g) Grupo control y nistatina 100000 Ul (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 disminucién de unidades formadoras de
colonias de Candida albicans entre:
a) Sulfato de cobre 9.4 ug/ml y nistatina 100000 Ul (p=0.146)
b) Sulfato de cobre 9.4 ug/ml y clorhexidina 0.12% (p=0.146)
c) Sulfato de cobre 9.4 ug/ml e hipoclorito 0.5% (p=0.146)
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DISCUSION

El presente estudio analiza un desinfectante experimental, correspondiente a
sulfato de cobre, en 2 concentraciones, en comparacion a 3 desinfectantes, utilizando
un grupo control (suero fisiolégico 0.9%) con la finalidad de corroborar su accion
antifingica sobre la presencia de Candida albicans adheridas a cuerpos de muestra
de acrilico de termocurado. Esta investigacion corresponde a un estudio in vitro, donde
fue posible visualizar la reduccion de unidades formadoras de colonias (UFC) de
Candida albicans, luego de la inmersion en los desinfectantes, y asi estudiar la
efectividad del sulfato de cobre en comparacion con el grupo control y cada agente
desinfectante en forma particular. Este estudio demuestra que la utilizacion de sulfato
de cobre como desinfectante, podria ser util en la practica odontoldgica sobre Candida
albicans.

Se realiz6 una prueba de inoculacién para comprobar si existia adherencia de
Candida albicans de laboratorio en acrilico recién confeccionado y en condiciones
ideales, ya que en la practica clinica la Candida albicans tiene capacidad de adherirse
a las porosidades del acrilico protésico, adhesion que se ve favorecida por las
condiciones propias del paciente y el uso y mantencion que se le da a la aparatologia
protésica. Otros autores, ya han determinado que la Candida albicans si tiene
capacidad de unién al acrilico, incluso en un estudio in vitro®61.106,

En una segunda etapa, se llevo a cabo una prueba piloto, ya que a pesar de
gue existen diferentes estudios que evaltan la efectividad de cobre sobre Candida
albicans®111887.92 ng se ha descrito para un desinfectante a base de sulfato de cobre
sobre cuerpos de prueba acrilicos. Al utilizar un desinfectante comercial no probado
para Candida albicans, se buscdé como prueba piloto evaluar el protocolo y las
indicaciones del fabricante como base para determinar una concentracion adecuada.
Otros autores previamente utilizaron protocolos similares, donde se comparaba la
accion de diferentes desinfectantes con un control en colonias de Candida albicans
cultivadas en resinas acrilicas®106%.106.107  Ademas, se utilizaron como comparacion
aquellos desinfectantes recomendados por el MINSAL, obteniéndose que a una
concentracion de desinfectante de sulfato de cobre a 1.4pg/ml existe reduccion 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 fangico.

Debido al caracter experimental del desinfectante a base de sulfato de cobre y
los resultados obtenidos en la prueba piloto, se calculé una concentracibn minima
inhibitoria (CMI). A pesar de que mediante evaluacion visual-andloga con lupa
estereoscoépica no se observa crecimiento de Candida albicans a una concentracion
de 4.7pg/ml, luego de llevar a cabo la fase experimental, donde se tomé la
concentracion de 4.7ug/ml y la inmediatamente superior (9.47ug/ml), es posible
determinar que la concentracién de 9.4ug/ml es aquella que produce una reduccién de
mas del 90% de UFC en comparacion al grupo control, por lo que la CMI para sulfato
de cobre contra Candida albicans es de 9.4ug/ml. A diferencia de Anand et al.*? que
determindé CMI para sulfato de cobre sobre Candida albicans de 1mg/ml, desigualdad
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gue puede explicarse debido a que ademas de estudiar Candida albicans incorporé
Candida glabrata en su estudio.

Al utilizar clorhexidina 0.12%, hipoclorito de sodio 0.5% y nistatina 100.000Ul se
observa la inhibicibn completa de crecimiento de colonias Candida albicans sobre la
superficie de agar Sabouraud, lo que se evidencia al presentar una diferencia
estadisticamente significativa en la reduccion de las UFC de Candida albicans
respecto al grupo control, comprobando su accién antiséptica tras un periodo de
inmersién de 6 horas de los cuerpos de muestras de acrilico de termocurado. Estudios
previos demostraron que existe alta reduccién de colonias de Candida albicans
tratadas con clorhexidina, en comparaciéon con el grupo control®l. Estos estudios
comprueban la efectividad de clorhexidina 0.12% frente a Candida albicans, lo que
permitiria su uso y tratamiento de la estomatitis subprotésica asociada a esta levadura.
La efectividad del hipoclorito de sodio también ha sido descrita por otros autores°6:108,
siendo necesario un tiempo mayor a 5 minutos para producir una inhibicién completa
del crecimiento de la levadura. Adicionalmente, la nistatina, también ha demostrado su
efectividad contra la Candida albicans en diferentes superficies 1°°11° y es utilizada
frecuentemente en la practica clinica para el tratamiento de la estomatitis
subprotésica®.

No se observo una reduccion total de UFC de Candida albicans con el sulfato
de cobre 4.7ug/ml, luego de una inmersién en el desinfectante por 6 horas, provocando
una diferencia estadisticamente significativa entre el desinfectante experimental y sus
comparaciones. Sin embargo, al evaluar su efectividad en comparacion al grupo
control, si produjo una reduccion significativa en las colonias de Candida albicans, lo
gue indica que, en bajas concentraciones, el sulfato de cobre tiene efecto antifungico
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 concentracion mas alta que la utilizada por el sulfato de cobre
4.7ug/ml. Sin embargo, al ser utilizado a una concentracion de 9.4ug/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 acrilicas de termocurado, existen
diversos estudios acerca de la efectividad del cobre como desinfectante que refuerzan
los resultados obtenidos por el presente estudiol®8, Ademas, el cobre puede ser un
coadyuvante en la terapia antimicética, ya que la presencia de cobre en la membrana
celular fangica puede contribuir a aumentar la velocidad y la actividad fungicida de
anfotericina B y fluconazol, generando una disminucion en el diametro y deshidratacién
de Candida albicans'?!4, Sin embargo, la CMI determinada por Anand et al.'? de
1mg/ml es mayor a la de nuestro estudio, lo que implica que la efectividad del sulfato
de cobre podria tener un componente dosis dependiente, ya que el efecto antimicético
del sulfato de cobre a una concentracién de 4.7ug/ml fue menor que el observado a
concentraciones de 9.4ug/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 metal*''1!?, Para dosis de cobre de hasta 1 gramo,
predominan los sintomas gastrointestinales y la ingestiéon de dosis mas altas puede
provocar nauseas, vomitos, dolor de cabeza, diarrea, anemia hemolitica, hemorragia
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gastrointestinal, insuficiencia hepatica y renal e incluso la muerte**1*2 por lo que las
dosis utilizadas en este estudio no presentarian 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 cobre!'3!4 En medios muy &cidos que contengan &cido
sulfarico, la concentracion de iones sulfato disminuye lo que reduce su efectividad
desinfectante!4. Debido a que en este estudio se utilizaron diluciones a base de sulfato
de cobre a pH de 7.5y 7.9, el efecto del sulfato de cobre no se encontraria alterado.
Ademas, considerando que Candida albicans es capaz de crecer en rangos de pH 2 a
1046474849 se demuestra que la reduccion de UFC de Candida albicans se debe a la
capacidad antifungica 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 ug/ml presenta una efectividad similar a los
otros desinfectantes en la reduccion de colonias de Candida albicans, podria
considerarse como un potencial coadyuvante en el tratamiento de estomatitis
subprotésica. Si bien, en la actualidad se presenta comercialmente para otros usos, a
futuro podria crearse un desinfectante a base de sulfato de cobre que pudiese ser
utilizado en la practica odontologica, teniendo como ventaja su bajo costo y facil
utilizacion. A pesar de esto, se requieren estudios respecto al uso de sulfato de cobre
donde se evalle su accidn 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 9.4ug/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 protesis removibles que padecen estomatitis subprotésica,
principalmente asociada a Candida albicans.

2. Ademas, se recomienda la utilizacién de un instrumento de medicion de mayor
sensibilidad como un contador de colonias digital.

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

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

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

Eficacia de un desinfectante a base de cobre y su comparacién con
clorhexidina, nistatina e hipoclorito de sodio en la reduccion de colonias de
Candida albicans en resinas acrilica de termocurado. Estudio in vitro.

En Chile, de los mayores de 65 afos el 62,3% es portador de prétesis removible y %5
tienen riesgo de estomatitis subprotesica asociada a Candida albicans (CA). En
odontologia se investiga el cobre por su capacidad antimicrobiana, no hay descrito un
desinfectante de sulfato de cobre (CuSO4).

Objetivo: Evaluar efectividad antimicética de CuSO4 en muestras de resinas acrilicas
en cultivos de CA.

Se confeccionaron 72 muestras y fueron esterilizadas. 3 se utilizaron para
comprobacion de inoculacion, 15 para prueba piloto, 54 para experimentacion. Estas
se inocularon e incubaron 72 horas a 37°C, se dividio en 6 grupos de 9, fueron
enjuagados e inmersos en: suero (control negativo), clorhexidina, nistatina, hipoclorito,
CuS04 4.7ug/ml y CuSO4 9.4ug/ml, durante 6 horas. Se enjuagaron y vortearon, se
extrajo 1ml, se depositd en placas de cultivo agar Sabouraud, se cultivdo 72 horas a
37°C. Se contabiliz6 UFC mediante conteo visual-analogo.

Resultados: Se realizo andlisis estadistico con programa SPSS con prueba estadistica
Kruskal-Wallis y U. de Mann-Whitney, CuSO4 mostré una diferencia significativa en
comparacion con control, demostrandose capacidad antifungica frente a CA.

Discusion: CuSO4 mostr6 una reduccion significativa de colonias de CA en
comparacion con el control, demostrandose su capacidad antifungica frente a CA,
coincidiendo con Anand (2017), quienes observaron que incorporando CuSO4 a
catequinas de té verde y antimicéticos hay aumento de la inhibicién de CA.

Conclusion: Se demostré que CuSO4 tiene eficacia en la disminucion de colonias de
CA.
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ANEXO 1:
SOL

ICITUD DE CERTIFICADO DE BIOSEGURIDAD
PARA PROYECTOS DE INVESTIGACION

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

PRIMERA SECCION

PAGINAS ANTERIORES)

: ANTECEDENTES DEL PROYECTO DE INVESTIGACION.

Eficacia de un desinfectante a base de cobre y su comparacién con clorhexidina,
nistatina e hipoclorito en la reduccién de colonias de Candida albicans en resinas
acrilicas de termocurado. Estudio in vitro.

1. TiTULO:
2. FONDO E
INSTITUCION

(Sefale nombre del concurso e institucion a la que postula. En lo posible, trate de no utilizar siglas o acrénimos).

3. INVESTIGADOR
RESPONSABLE

Nombre: Wilfredo Gonzalez Arriagada.
: Indicar unidad

académicay datos de contacto Departamento de investigacion, facultad de odontologia,
(al menos email). Universidad de Valparaiso

4. INVESTIGADOR

Indicar unidad académicay

datos de contac

5. COINVESTIGAD
unidad académi
contacto.

Teléfono: +56950925788

Correo electrénico: wilfredo.gonzalez@uv.cl

ALTERNO: Nombre: Rodrigo Cruz Choappa

to. Departamento de micologia, facultad de medicina, universidad
de Valparaiso

Correo electrénico rodrigo.cruz@uv.cl

ORES: Indicar
cay datos de

(Sefiale nombre completo, correo electrénico, direccion y unidad académica de los investigadores responsables,

alternos y co-investigadores segin corresponda).
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6. DEPENDENCIA(S) DE LA Laboratorio del departamento de micologia. Facultad de
UNIVERSIDAD DE VALPARAISO | medicina de la Universidad de Valparaiso.
DONDE SE DESARROLLARA LA
INVESTIGACION
(Sefale nombre del laboratorio, anexo correspondiente y unidad académica donde se realizara la investigacion).

Uso interno del Comité

Cdédigo/numeracion de solicitud

Fecha de recepcion solicitud

Fecha emision de Certificado

Fecha de Seguimiento

7. RESUMEN DEL PROYECTO.

Debe explicar el problema y plantear en forma explicita la hip6tesis (si es que la hay) y objetivos.
Sefale brevemente materiales y métodos. Esta seccion debe tener una extension maxima de una
pagina. Trate de no utilizar siglas o acronimos o indique entre paréntesis el significado de ellos.

7.1 Planteamiento del problema e Hipédtesis:

En Chile se estima que la poblacién mayor de 60 afios corresponde al 17% de la poblacién nacional y se
espera que para el afio 2020 aumente aproximadamente al 21% 2. Del total de la poblacion mayor de
65 afos, alrededor del 63.2% es portador de protesis removible [2). Estudios mencionan que dos tercios
de los individuos que portan prétesis removibles pueden sufrir estomatitis subprotesisye], la cual es una
enfermedad de etiologia multifactoral [18] y se describe como una proliferacion fibroepitelial de la mucosa
de paladar duro en contacto con prétesis dentales mucosoportadas, asociada al desajuste de la base
acrilica o metdlica, edad avanzada del usuario, protesis de larga data, higiene oral deficiente y habitos
de uso de las prétesispio,asi como también se relaciona con infeccibn bacteriana y flngica),
mayoritariamente candida y con mayor prevalencia la especie candida albicanse.

Ademas, en las Ultimas décadas, Chile se ha consolidado como el mayor productor de cobre a nivel
mundial[is,23], produciendo gran interés en su uso como material de autodesinfeccién en el area médica,
ya que multiples 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 atencién
para estudios recientes en el area de odontologia sobre su posible uso como tratamiento en casos de
estomatitis subprotésica [17], a través de la desinfeccidén de prétesis removible acrilica.

Si bien existen una gran cantidad de estudios que explican el mecanismo de accién y efectividad del
cobre contra Candida albicans (4510 0 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 practica odontolégica. En el
area de protesis removible existen estudios recientes donde se comparan diferentes desinfectantes
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versus el uso de particulas de cobre inmersos al interior de la estructura acrilica [17], pero existe poca
evidencia del efecto del cobre como desinfectante en solucion. Es por este motivo, que se propone
comparar un agente desinfectante en base a cobre con similares caracteristicas respecto a su
presentacion versus desinfectantes recomendados por el MINSAL[1,2].

Dentro de la revision de la literatura, la mayor parte de los estudios encontrados analiza el efecto
antifangico del cobre sobre la Candida albicans. En éstos, el método mas utilizado para medir la
sensibilidad antimicrobiana se basa en el método de difusion por discos, en el que se mide la aparicion
del halo de inhibicién, midiendo de esta forma la accion directa del cobre como antifingico sobre Candida
albicans [3,7,9,11], sin embargo, no se considera el ambiente natural en el que se encontraria, lo que es
trascendental en la practica clinica odontoldgica. Es por esto que, ademas de cambiar la presentacion
del desinfectante en base a cobre, se planteard una modificacion para el estudio de sensibilidad, ya que
se busca determinar la eficacia del efecto del desinfectante en el uso de prétesis removible, midiéndose
sobre acrilico inoculado con Candida albicans, lo que seria un acercamiento mas préximo a la realidad
clinica actual.

Finalmente, el objetivo del estudio es evaluar la efectividad antimic6tica in vitro de un desinfectante a
base de cobre en placas de resinas acrilica en cultivos de Candida albicans. Donde, como hipétesis nula
se plantea no hay diferencia significativa en cuanto a la eficacia antimicética de los desinfectantes a base
de cobre con nistatina, clorhexidina e hipoclorito de sodio frente a Candida albicans inoculada sobre
acrilico de termocurado.
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Pregunta de investigacion: ¢Existe diferencia en la efectividad antimicotica frente a Candida albicans
en cuerpos de muestra de acrilico de termocurado, de un desinfectante experimental en base a cobre,
en comparacion a nistatina, hipoclorito de sodio y clorhexidina?

Finalmente, el objetivo del estudio es evaluar la efectividad antimicotica in vitro de un desinfectante a
base de cobre en placas de resinas acrilica en cultivos de Candida albicans.

Hipoétesis: Los desinfectantes en base a cobre presentan igual efectividad antimicética en comparacion
con nistatina, clorhexidina e hipoclorito de sodio frente a Candida albicans

7.2 Objetivos

Objetivo general: Evaluar efectividad antimicética in vitro de un desinfectante a base de cobre en placas
de resinas acrilicas en cultivos de Candida albicans.

Objetivos especificos:

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

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

- Comparar la disminucion 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

Disefio:

Estudio de tipo experimental analitico, in vitro.
Muestra:

Candida albicans cultivadas (caldo cerebro corazén) en el laboratorio de micologia de la facultad de
medicina universidad de Valparaiso.

Seleccion de muestra;

Para la determinacién del tamafio muestral nos basaremos en el método de tripleta, utilizado por diversos
estudios de investigacion.

Este consiste en utilizar el menor nimero 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 tamafio muestral de modo que utilizaremos 3 preparaciones para cada desinfectante y este
valor serd triplicado para obtener una muestra mas representativa

Procedimientos:

Se confeccionaran en un laboratorio externo 48 piezas de resina acrilica de termocurado a partir de una
plancha de 2mm de grosor gue se seccionara en cuadrados de 10X10mm. Los investigadores, bajo la
supervision del docente Rodrigo Cruz, manipularan las muestras que seran esterilizadas a 121 °C por 15
minutos y luego sumergidas en suero fisiolégico.
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Tres cuerpos de muestras seran retirados del suero y se distribuirdn para la comprobacién de la
inoculacion de acrilico de termocurado con Candida albicans y se utilizara el conteo de namero de
unidades formadoras de colonias, en la unidad contadora de colonias Quebec. La identificacion de la
cepa Candida albicans sera confirmada por medio de tincion gram, prueba del tibulo germinativo y
morfologia de las colonias en placas de agar.

Una vez comprobada la inoculacion en el acrilico de termocurado, todas las piezas (45 muestras) seran
sumergidas en un medio de cultivo caldo cerebro-corazén, que contendra la cepa Candida albicans y se
cultivara a 37° por 72 horas. Nueve muestras seran utilizadas para el control negativo (inmersion en
suero fisioldgico) 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 100.000Ul). Para la desinfeccion se
sumergiran las muestras durante 6 horas en recipientes de 200 ml con cada uno de los agentes
desinfectantes previamente mencionados.

Las muestras seran enjugadas con 1 ml de suero fisiol6gico y seran transferidas a tubos individuales con
caldo cerebro corazon, se incubaran durante 72 horas a 37°C, y se agitaran durante 60 segundos en un
agitador Vortex.

Se tomara una muestra de 1ml de caldo proveniente de los tubos de cada suspensién y seran cultivadas
en placas de agar Sabouraud, e incubadas durante 72 horas a 37°C. Transcurridas las 72 horas de
incubacion, se procedera al conteo del numero de colonias en UFC de cada capsula Petri, en la unidad
contadora de colonias Quebec.

Todos los procedimientos seran documentados a través de un registro fotografico con una camara Canon
PowerShot G15 12 Megapixeles, sobre un tripode fijo a 20 cm de las placas de cultivo y con un fondo
oscuro para evitar la reflexion de la luz.

SEGUNDA SECCION: VALORACION DE ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

1. En esta investigacién se utilizardn cultivos de microrganismos patégenos y/o no | Si NO
patégenos. VER EN MANUAL CONICYT NIVEL DE BIOSEGURIDAD DE VIRUS Y VECTORES VIRALES PAG.

37-43; BACTERIAS Y HONGOS PAG. 104-107; FITOPATOGENOS PAG. 108-115. X

la. Si su respuesta es Sl, indique el nombre de cada microorganismo y su nivel de bioseguridad segun Manual
de CONICYT.

Hongo patégeno de interés en Chile, Candida, nivel de BS-2

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

Para su manejo se utilizara proteccion del operador durante todo el proceso, tanto en la manipulacién de las
muestras, como en la experimentacion, los operadores haran lavado las manos, uso de guantes, lentes de
proteccién u Opticos y mascarillas. Ademas, se utilizar4 pinzas anatémicas, placas Petri, tubos de ensayo y
pipetas estériles.

Para su desecho todo resto de muestra experimental (residuo bioldgico), serdn dispuestos en una bolsa
plastica del contenedor de desechos, ubicada en el &rea de trabajo. Esta bolsa seré retirada del contenedor,
se cerrara y se eliminara en un contenedor amarillo rotulado “Residuos Biologicos”.
Todas las muestras, ya terminada la fase experimental, seran eliminadas en estos mismos contenedores
amarillos de residuos bioldgicos.
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1c.

Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material empleado
en los cultivos

Para su manejo se utilizara proteccion del operador durante todo el proceso, los operadores haran lavado
las manos, uso de guantes, lentes de proteccion u Opticos y mascarillas.

Para la reutilizacidon de instrumental se procedera a la desinfeccion mediante la utilizacion de detergente
enzimatico agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocara el material totalmente sumergido en la solucion,
dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de suciedad que
puedan quedar en el material. Se procedera a enjuagar con agua potable, secar y su posterior esterilizacion.

1d. Si su respuesta es Sl, describa la infraestructura y los equipos de protecciéon personal que se utilizaran
durante este procedimiento.

Para su manejo se utilizara proteccion del operador, durante todo el proceso, tanto la manipulacion de las
muestras, como en la experimentacion, los operadores haran lavado las manos, uso de guantes, lentes de
proteccién u opticos y mascarillas.

le. Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de

proteccién personal contaminados.
En caso del derrame y contaminacion de los elementos de proteccion personal, se desechara en los
contenedores de residuos bioldgicos. En caso de los lentes de proteccion se desinfectaran con detergente
enzimético agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocara el material totalmente sumergido en la solucién,
dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de suciedad que
puedan quedar en el material. Se procedera a enjuagar con agua potable y secar.

2. En esta investigacion se realizar4 manipulaciéon genética de microrganismos. VER EN | Si NO
MANUAL CONICYT NIVEL DE BIOSEGURIDAD DE VIRUS Y VECTORES VIRALES PAG. 37-43; BACTERIAS Y X
HONGOS PAG. 104-107; FITOPATOGENOS PAG. 108-115.

2a. Si su respuesta es S, indique el nombre de cada microrganismo y su nivel de bioseguridad segun Manual
de CONICYT.

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

2c. Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material empleado
en la manipulacion genética.

2d. Si su respuesta es Sl, describa la infraestructura y los equipos de proteccién personal que se utilizaran
durante el procedimiento.

2e. Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de
proteccién personal contaminados.

3. En estainvestigacién se utilizaran cultivos celulares. Sl NO

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

3b.

Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos que utilizar4 para manejarlos y desecharlos (medios de
cultivo, lineas celulares, etc).

Para su manejo se utilizara proteccion del operador durante todo el proceso, los operadores haran lavado
las manos, uso de guantes, lentes de proteccidon u 6pticos y mascarillas. Ademas, se utilizara pinzas
anatémicas, placas Petri, tubos de ensayo y pipetas estériles.

Para su desecho, todo resto de muestra experimental (residuo bioldgico), seran dispuestos en una bolsa
plastica del contenedor de desechos, ubicada en el area de trabajo. Esta bolsa sera retirada del contenedor,
se cerrara y se eliminara en un contenedor amarillo rotulado “Residuos Bioldgicos”.
Todas las muestras, ya terminada la fase experimental, seran eliminadas en estos mismos contenedores
amarillos de residuos bioldgicos.

3c.

Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material empleado
en los cultivos.

Para su manejo se utilizara proteccion del operador durante todo el proceso, los operadores haran lavado
las manos, uso de guantes, lentes de proteccion u 6pticos y mascarillas.

Para la reutilizacion de instrumental se procedera a la desinfeccion mediante la utilizacion de detergente
enzimatico agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocara el material totalmente sumergido en la solucion,
dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de suciedad que
puedan quedar en el material. Se procedera a enjuagar con agua potable, secar y su posterior esterilizacion.

3d.

Si su respuesta es Sl, describa la infraestructura y los equipos de proteccion personal que se utilizaran
durante el procedimiento.

Para su manejo se utilizara proteccion del operador durante todo el proceso, tanto en la manipulacion de
las muestras, como en la experimentacion, los operadores haran lavado las manos, uso de guantes, lentes
de proteccidén u 6pticos y mascarillas.

3e.

Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de
proteccién personal contaminados.

En caso del derrame y contaminacién de los elementos de proteccién personal posteriormente sera
desechado en los contenedores de residuos biolégicos. En caso de los lentes de proteccion se desinfectaran
con detergente enzimatico agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocara el material totalmente sumergido
en la solucién, dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de
suciedad que puedan quedar en el material. Se procedera a enjuagar con agua potable y secar.

En estainvestigacién se realizar4d manipulacion genética de células u organismos. Sl NO

X

4a.

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

4b.

Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos que utilizara para manejar y desechar medios de cultivo,
células y organismos

4c.

Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material empleado
para la manipulacion genética.
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4d.

Si su respuesta es Sl, describa la infraestructura y los equipos de protecciéon personal que se utilizaran
durante el procedimiento.

4e.

Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de
proteccién personal contaminados.

En esta investigacion se utilizaran medicamentos y otras sustancias quimicas. Declare | SI NO

toda sustancia quimica a utilizar en cualquiera de las fases de la investigacion. X

5a.

Si su respuesta es S, indique el nombre de cada sustancia quimica sefialando su potencial riesgo segun
MANUAL CONICYT PAG 125-135. Sefiale para cada sustancia la concentracion, 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 Ul 3Lt. No categorizado en manual CONICYT
hipoclorito 0.5% 3Lt. No categorizado en manual CONICYT

5b.

Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos que utilizard para manejar y desechar los residuos
guimicos producidos.

Para la manipulacion de las sustancias, se utilizard guantes, mascarillas, lentes de proteccion, cubrepelo y
delantal para proteger a los operadores de dichos elementos. Posterior al uso, la eliminacion se efectuara
desechando los elementos directamente al desagiie con los medidos de seguridad antes mencionados.

5c.

Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material empleado
con los medicamentos y/o sustancias quimicas.

Para la manipulacion de las sustancias, se utilizard guantes, mascarillas, lentes de proteccion, cubrepelo y
delantal para proteger a los operadores de dichos elementos.

Para la reutilizacion de instrumental se procedera a la desinfeccion mediante la utilizacién de detergente
enziméatico agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocara el material totalmente sumergido en la solucién,
dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de suciedad que
puedan quedar en el material. Se procedera a enjuagar con agua potable, secar y su posterior esterilizacion.

5d.

Si su respuesta es Sl, describa la infraestructura y los equipos de proteccion personal que se utilizaran
durante el procedimiento.

Para la manipulacion de las sustancias, se utilizara guantes, mascarillas, lentes de proteccion, cubrepelo y
delantal para proteger a los operadores de dichos elementos

5e.

Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de
proteccién personal contaminados.

Debido a que los productos anteriormente mencionados de seguridad no se contaminaran con elementos
biolégicos, pueden ser desechados a la basura comun.

En caso del derrame y contaminacion de los elementos de proteccion personal serdn desechados en un
contenedor de residuos bioldgicos. En caso de los lentes de proteccion se desinfectardn con detergente
enzimatico agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocara el material totalmente sumergido en la solucion,
dejando en reposo de 15 minutos y utilizando cepillo de cerdas suaves para retirar restos de suciedad que
puedan quedar en el material. Se procedera a enjuagar con agua potable y secar.
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6. En esta investigacion se utilizar4 material radioactivo. SI NO
X
6a. Si su respuesta es SI, indique el nombre de cada material radioactivo sefialando su potencial riesgo segun
MANUAL CONICYT PAG 116.

6b. Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos que utilizara para manejar y desechar los residuos
radiactivos producidos.

6C. Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material
contaminado con radiactividad.

6d Si su respuesta es Sl, describa la infraestructura y los equipos de proteccién personal que se utilizaran
durante el procedimiento.

6e Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de
proteccién personal contaminados.

7. En esta investigacion se utilizara material cortopunzante o material de vidrio que pueda | SI | NO
generar riesgo.

X

7a. Si utilizara material cortopunzante: describa los procedimientos que utilizara para manejar y desechar el
material utilizado y/o generado.

No se utilizaran materiales cortopunzantes.

7b. Si utilizard material de vidrio: describa los procedimientos que utilizar4 para manejar y desechar el material
quebrado.

En caso de existir ruptura de elementos de vidrio como placas Petri o tubos ensayo, se recolectaran los
fragmentos con guantes de proteccion y pinzas y posteriormente seran depositados en contenedores de
desechos cortopunzantes.

8. En esta investigacién se utilizardn y/o generaran desechos bioldgicos (muestras de | SI | NO
tejidos y/o fluidos biolégicos humanos, de animales de experimentacién u otros
organismos). X

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

Se utilizaran cultivos de colonias de Candida albicans y medios de cultivo cerebro-corazon facilitados por
departamento de micologia de facultad de medicina, Universidad de Valparaiso.

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

bioldgicos generados.
Residuos bioldgicos

- Todo resto de nuestra muestra experimental, serdn dispuestos en una bolsa plastica del  tacho de
desechos, ubicada en nuestra &rea de trabajo. Esta bolsa se retira del tacho, se cierray se eliminara
en un contenedor amarillo rotulado “Residuos Biolégicos”

- Todas las muestras, ya terminada la fase experimental de nuestra tesis, seran eliminadas en estos
mismos contenedores amarillos de residuos bioldgicos.
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8c.

Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar el material
contaminado con residuos biolégicos.

Manejo de muestras: Se utilizaran 45 muestras de acrilico de termocurado las cuales estaran previamente
esterilizadas, para evitar la posible contaminacién con otros microorganismos.

Proteccion del operador: Durante todo el proceso y manipulaciéon de las muestras, como en la
experimentacion, los operadores haran lavado las manos, uso de guantes, lentes de proteccion u opticos y
mascarillas.

Manejo de area de trabajo: El area de trabajo que se ocupara para la manipulacion de las muestras sera
el meson de laboratorio del departamento de micologia de la facultad de medicina de la Universidad de
Valparaiso.

- Se realizara la desinfeccion, tanto antes como después del procedimiento a toda la superficie del
area de trabajo con alcohol al 70%.
- Sedispondra de una barrera fisica sobre la superficie, lo cual sera una servilleta clinica, sobre la cual
gue se trabajara en todo momento
- Estara delimitada un area sucia, donde se encontrara un basurero, para desperdicios bioldgicos.
Manejo de desechos

Materiales dentales y proteccion: Todo desecho que se produzca durante la fase experimental de dicha
tesis, ya sea guantes, servilletas, mascarillas, etc. Sera eliminado en el basurero asimilables a desechos
domiciliarios.

Residuos biolégicos

- Todo resto de nuestra muestra experimental, seran dispuestos en una bolsa plastica del  tacho de
desechos, ubicada en nuestra area de trabajo. Esta bolsa se retira del tacho, se cierray se eliminara
en un contenedor amarillo rotulado “Residuos Bioldgicos”

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

8d.

Si su respuesta es Sl, describa la infraestructura y los equipos de proteccion personal que se utilizaran
durante el procedimiento

Para la manipulacion de los cultivos, se utilizara guantes, mascarillas, lentes de proteccion y delantal para
proteger a los operadores de dichos elementos.

Las muestras, una vez usadas, seran desechados en una bolsa plastica, que a su vez sera depositada en
un recipiente de desecho biolégico ubicado en las dependencias del laboratorio de micologia de la facultad
de medicina de la Universidad de Valparaiso.

8e.

Si su respuesta es Sl, describa los procedimientos para manejar, desechar o reutilizar los elementos de
proteccién personal contaminados.

Debido a que los productos anteriormente mencionados de seguridad no se contaminaran con elementos
biolégicos, pueden ser desechados a la basura comun.

En caso del derrame y contaminacion de los elementos de proteccion personal sera desechado en un
contenedor de residuos bioldgicos. En caso de los lentes de proteccion se desinfectardn con detergente
enzimatico agregando 5 cc, por litro de agua. Se colocara el material totalmente sumergido en la solucion,
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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 procedera a enjuagar con agua potable y secar.

9. Esta investigacion utilizara dispositivos o equipos generadores de agentes fisicos tales | SI | NO
como temperaturas extremas, presiones extremas, ruido, radiaciones UV, IR, RX. X

9a Si su respuesta es Sl, indique tipo de dispositivos o agentes fisicos.

9b Si su respuesta es SlI, describa las medidas preventivas y equipos de proteccién personal que utilizara para
mitigar los riesgos asociados a estos agentes fisicos.

10. En esta investigacién se contempla el traslado de muestras bioldgicas o quimicas que | SI | NO
forman parte de lainvestigacién (no corresponde aresiduos para desecho). X

10a | Sisurespuesta es Sl, describa los medios de traslados y las precauciones que tomara para evitar derrames,
pérdidas o fugas durante el transporte que puedan ser de riesgo para el investigador, la comunidad o el
medio ambiente.

11. Sefiale aqui cualquier antecedente adicional que sea de interés para la evaluacién de bioseguridad.
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ANEXO 2: Carta de Bioseguridad Aprobacion Proyecto de Tesis

UNIVERSIDAD DE VALPARAISO FACULTAD DE ODONTOLOGIA Comité de
RevisionProyectos de Investigacion

Sr.Prof. Dr. Wilfredo Gonzalez Arriagada Presente
De nuestra consideracion:
Valparaiso, 28 de Marzo de 2018

Se realizé la evaluacion de su Proyecto de Investigacion titulado “Eficacia de un
desinfectante a base de cobre y su comparacién con clorhexidina, nistatina e
hipoclorito en lareduccion de colonias de Candida albicans en resinas
acrilicas de termocurado. Estudio in vitro” no encontrandose reparos desde el
punto de vista metodoldgico, bioético ni de bioseguridad. En consecuencia, se
aprueba la ejecucion de su proyecto.

Atentamente,

/

Prof. Dr. Ricardo Moreno Silva
Presidente

Comité de Revision

Proyectos de Investigacion
Facultad de Odontologia
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ANEXO 3: Protocolo CMI

a)

Determinacién de CMI.

Preparaciéon 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 ..o, 10,40 g.
Tampdn 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 disolucion.

Ajustar el pH a 6.9 — 7.1 utilizando NaOH 1N o 10N. Aiadir agua destilada hasta
completar 1 litro.

Filtrar estériimente.

Mantener refrigerado hasta su uso (4-8 °C maximo por 6 meses)

In6culo

1.

2.

Para Candida albicans se preparara en 5ml de suero fisioldgico inoculado a una
concentracion 0,5 McFarland.

Se realizara una disolucion 1:1000 con medio RPMI 1640, tomando desde la
solucion 0,5 McFarland 10 ul que seran depositados en un tubo de ensayo,
donde se agregara también 10 ml de RPMI 1640.

Esta ultima disolucion es la que se utilizara para inocular las placas.

Disoluciones desinfectante

1.

2.

3.

Se preparara una solucion madre a una concentracion 10 veces superior a la
concentracion a estudiar del antifungico, mediante una disolucién con agua
estéril.

A partir de la solucibn madre se realizara una serie de diluciones utilizando
como diluyente RPMI 1640, segun lo indicado en la tabla.

Al terminar las disoluciones todos los tubos contendran 1 ml, excepto el tubo
namero 11 que tendra 2ml, por lo que se descartara 1 ml de este ultimo.
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4. A continuacion, se realizara una disolucion 1:5, afladiendo a todos los tubos 4

ml de RPML.
Tubo n | Concentracion | Transferir | A un | Resultante | Tubo | Concentracion
inicial pg/ml ml tubo pg/mi final placa
con
RPMI
mi
1 Solucion 1 1 2
madre
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 Solucién a | 11
evaluar

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

Llenado de placas

1. Se afadira a las placas 100 pl de disolucién, tomando 10 ul de desinfectante
desde el tubo nimero 2 a la columna 1 de la placa de pocillos, luego 10 pl de
desinfectante desde el tubo 3 a la columna 2 y se seguird el mismo proceso
hasta la columna namero 10.

2. Posteriormente a cada pocillo se le agregara 90 ul de RPMI 1640 inoculado con
Candida albicans (preparado en el paso de indculo). En consecuencia, las
concentraciones de los pocillos seran diluidas Y.

3. Los pocillos de la columna 11 corresponderan al control de crecimiento, por lo
gue seran rellenados con 200 ul de RPMI 1640 inoculado con Candida albicans.

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

Determinacion concentracion minima inhibitoria

Se realizara por determinacion visual-analoga mediante una lupa estereoscopica Zeiss
Stemi 2000-C a 40X, donde sera seleccionado como CMI aquel pocillo a la
concentracion mas baja que no evidencie crecimiento fungico. Esta concentracion sera
sometida a prueba en la fase experimental.
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ANEXO 4: Protocolo fase preexperimental

a. Pruebadeinoculacidon

Objetivo de la etapa: Comprobar adherencia de Candida albicans en muestras de
acrilico de termocurado.

1. 3 cuerpos de muestra de acrilico de termocurado 15x15x2mm seran
sumergidos en 30ml de caldo Sabouraud con cepa de Candida albicans (ATC
90028) a concentracion 1 MacFarland.

2. Seincubaran los 3 cuerpos de muestra de acrilico de termocurado por 72 horas
a 37°C en estufa de cultivo Memmert IN110.

3. Se enjuagaran los 3 cuerpos de muestra de acrilico de termocurado de forma
simultanea con 100ml de suero fisiolégico 0.9% durante 30 segundos.

4. Se llevara cada cuerpo de muestra de acrilico de termocurado a un tubo de
ensayo individual con suero fisiolégico 0.9% y se procedera a la agitacion con
el Vortex Dragonlab MX-F por 60 segundos.

5. Se procedera atomar una muestra de 1ml de cada tubo, se depositara en placas
de cultivo y se homogenizara, posteriormente se cultivara con caldo Sabouraud
a 37°C por 72 horas en estufa de cultivo Memmert IN110.

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

b. Estudio piloto.

Objetivo de la etapa: probar el protocolo de investigacion e identificar la variable
concentracion del sulfato de cobre.

1. 15 cuerpos de muestra de acrilico de termocurado 15x15x2mm seran
sumergidos en caldo Sabouraud con cepa de Candida albicans a concentracion
1 MacFarland.
2. Se incubaran los cuerpos de muestra de acrilico de termocurado por 72 horas
a 37°C en una estufa de cultivo Memmert IN110.
3. Se enjuagaran los 15 cuerpos de muestra de acrilico de termocurado en grupos
de 3 muestras con 100ml de suero fisiolégico NaCl 0.9% durante 30 segundos.
4. Se dividirdn las muestras en 5 grupos, segun cada desinfectante y el control
negativo.
a. 3 muestras con suero fisiol6gico 0.9% (control negativo)
b. 3 muestras con Hipoclorito de Sodio 0.5%

58



c. 3 muestras con Clorhexidina 0.12%

d. 3 muestras con Nistatina 100000 Ul

e. 3 muestras con desinfectante a base de cobre a concentracion
determinada segun indicacion del fabricante.

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

6. Las muestras seran enjuagadas luego de transcurridas las 6 horas, con 15 ml
de suero fisiologico 0.9% durante 30 segundos.

7. Se llevara cada muestra a un tubo de ensayo individual con 15 ml de suero
fisioldgico 0.9% y se procedera a la agitacion con el Vortex Dragonlab MX-F por
60 segundos

8. Se tomara una muestra de 1ml de cada tubo, se depositara en placas de cultivo
y se homogenizara, posteriormente seran cultivadas a 37°C por 72 horas en
estufa de cultivo Memmert IN110.

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

10.Comprobacion y conteo de UFC:

Se realizara el conteo de unidades formadoras de colonias mediante
prueba de morfologia de las colonias, en unidad contadora de colonias
tipo Quebec American Optical Darkfield Quebec 3330.

a. Prueba de morfologia de las colonias: Se identificaran 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
utilizara el contador de colonias American Optical Darkfield
Quebec 3330 en el cual se colocaran cada una de las placas Petri
en la plataforma del contador que contiene una rejilla milimetrada.
Se iluminaran a través de un sistema de iluminacion de campo
oscuro y se observaran mediante de un lente amplificador de 1.5X.
Se procedera al recuento de UFC mediante el conteo visual-
analogo.

11.La unidad de medicidn sera en numero 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 acrilico.

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

1.

54 cuerpos de muestra de acrilico de termocurado 15x15x2mm seran
sumergidos en 100ml de caldo Sabouraud con cepa de Candida albicans a
concentracion de 1 MacFarland.
Se incubaréan los cuerpos de muestra de acrilico de termocurado por 72 horas
a 37°C en una estufa de cultivo Memmert IN110.
Se enjuagaran los cuerpos de muestra de acrilico de termocurado en grupos de
3 muestras con 100ml de suero fisiolégico 0.9% durante 30 segundos.
Se dividiran las muestras en 6 grupos, segun cada desinfectante y el control
negativo.

a. 9 muestras con suero fisiologico 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 Ul

e. 9 muestras con desinfectante sulfato 4.7ug/ml de cobre

f. 9 muestras con desinfectante sulfato de cobre 9.4ug/ml
Se llevara cada muestra a un tubo de ensayo individual que contenga 15 ml de
desinfectante, por 6 horas.
Las muestras seran enjuagadas luego de transcurridas las 6 horas, en grupos
de a 3 con 100ml de suero fisiolégico 0.9% durante 30 segundos.
Se llevarad cada muestra a un tubo de ensayo individual con 15 ml de suero
fisioloégico 0.9% y se procedera a la agitacion con el Vortex Dragonlab MX-F por
60 segundos.
Se tomara una muestra de 1ml de cada tubo, se depositara en placas de cultivo
y se homogenizara, posteriormente seran cultivadas a 37°C por 72 horas en
estufa de cultivo Memmert IN110.
Se procedera al conteo de unidades formadoras de colonias en placas Petri
mediante prueba de morfologia de las colonias y el conteo en la unidad
contadora de colonias tipo Quebec American Optical Darkfield Quebec 3330.

10.Comprobacion y conteo de UFC:

Se realizara el conteo de unidades formadoras de colonias mediante
prueba de morfologia de las colonias, en unidad contadora de colonias
tipo Quebec American Optical Darkfield Quebec 3330.

a. Prueba de morfologia de las colonias: Se identificaran 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
utilizara el contador de colonias American Optical Darkfield
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Quebec 3330 en el cual se colocaran cada una de las placas Petri
en la plataforma del contador que contiene una rejilla milimetrada.
Se iluminaran a través de un sistema de iluminacién de campo
oscuro y se observaran mediante de un lente amplificador de 1.5X.
Se procedera al recuento de UFC mediante el conteo visual-
anélogo.

11.La unidad de medicién sera en numero de unidades formadoras de colonias
por ml.
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ANEXO 6: Medicion de pH

1.

Se realizar4 una medicion de pH, utilizando un pH metro pH/ion Meter 450

marca Corning, de:
a. Suero fisiol6gico 0.9%
b. Clorhexidina 0.12%.
c. Nistatina 100000 UI
d. Hipoclorito de sodio 0.5%
e. Sulfato de cobre 4.7 pg/ml
f. Sulfato de cobre 9.4 ug/mi
g. Sulfato de cobre 11.8% (Alga Stop)

Se realizardn 3 medidas de cada producto sumergiendo la punta de medidor en

el liquido.

Se calculara un promedio para determinar el pH final de cada uno.
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ANEXO 7: Protocolo CLSI
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Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad
a los antifungicos (documentos M27-A3, M38-A y M44-A)

Emilia Cantén Lacasa
Estrella Martin Mazuelos
Ana Espinel-Ingroff

15a.1. Fundamento

Cuando la anfotericina B y la 5-fluorocitosi-
na eran las dnicas opciones terapéuticas para el tra-
tamiento de las infecciones fiingicas profundas, la
realizacién de pruebas de sensibilidad antifingica
no estaba muy justificada. A medida que la industria
farmacéutica fue introduciendo en el mercado nue-
vos antifiingicos o nuevas formulaciones de los ya
conocidos, se hizo necesaria la realizacién de prue-
bas de sensibilidad con el fin de comparar la activi-
dad de los mismos y detectar las posibles
resistencias.

Motivado por esta nueva realidad, el
“Clinical Laboratory Standard Institute” (CLSI,
antes NCCLS) realiz6, en 1985, una encuesta en
diferentes laboratorios para conocer qué pruebas de
sensibilidad antiftingica realizaban habitualmente y
cémo las realizaban. Ademds, se les solicité la
determinacién de la concentracién minima inhibito-
ria (CMI) a una serie de cepas utilizando su propia
metodologia. Los resultados mostraron que pocos
laboratorios realizaban pruebas de sensibilidad anti-
fingica y que la metodologfa empleada (medio de
cultivo, inéculo, etc.) era muy variada. Los resulta-
dos de las CMI también fueron impactantes: en
algunos casos, las diferencias entre los distintos
laboratorios fueron hasta 512 veces mayores.

Como consecuencia de esta realidad el CLSI
cre$ un subcomité para el estudio y estandarizacién
de las pruebas de sensibilidad a los antifiingicos en
las levaduras del género Candida y en Cryptococcus
neoformans, que di6 lugar a la publicacién, en 1992,
de la propuesta de un método (M27-P). En 1995 se
publicé el método provisional (M27-T) y, en 1997,
se aprobd definitivamente el método conocido como
M27-A en el que se incorporan los puntos de corte
de fluconazol, itraconazol y 5-fluorocitosina y las
CMI para las cepas control de calidad. En el afio
2008 se public6é un nuevo documento, el M27-A3,
en el que se incluyen los valores de la CMI de vori-
conazol, ravuconazol y posaconazol para las cepas
control de calidad. En un intento de facilitar y agili-
zar la realizacién de las pruebas de sensibilidad a
los antiftingicos en los laboratorios clinicos, en 2003
el comité estandarizé el método de difusién en
disco, (documento M44-P) que fue aprobado defini-
tivamente en 2004 (documento M44-A).

Como complemento del método de sensibili-
dad para levaduras, en 1998 el CLSI publicé su pro-
puesta metodolégica para el estudio de sensibilidad
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antifliingica en hongos filamentosos (documento
M38-P) y en 2002 aprobé el método definitivo
(documento M38-A).

A pesar de todo, las pruebas de sensibilidad a
los antifiingicos no estén tan desarrolladas como las
de los antibacterianos. Los puntos de corte y los
criterios de sensibilidad y resistencia de las levadu-
ras para los antifiingicos fluconazol, itraconazol y
5-fluorocitosina sélo estaban determinados para las
micosis orofaringeas de enfermos con sida y para
las candidemias. Por lo tanto, estos datos pueden
variar en el futuro y hay que prestar atencién a
las nuevas normas que vayan publicando los comi-
tés de estandarizacién de ensayos in vitro, tanto
europeo (EUCAST) como americano (CLSI).
Recientemente, una revisién exhaustiva de los
puntos de corte de fluconazol, realizada por Pfaller
y cols. [1], en la que se incluyen 603 candidiasis
invasoras y 692 candidiasis orofaringeas producidas
por aislados con CMI a fluconazol elevadas, ha per-
mitido ratificar los puntos de corte de fluconazol
propuestos por el CLSI tanto los determinados por
el método de microdilucién como los determinados
por difusién en disco.

En este Capitulo se describen con detalle los
métodos de referencia para levaduras, M27-A3 y
M44-A [2,3], y para hongos filamentosos, M38-A,
propuestos por el CLSI [4]. Bisicamente, consisten
en cuantificar la inhibicién de crecimiento produci-
da por el antifiingico comparada con el crecimiento
de la levadura o moho en el mismo medio pero sin
antifiingico (control). El medio de cultivo, pH, tam-
pén, inéculo, tiempo y temperatura de incubacién
deben ajustarse estrictamente a lo recomendado en
dichos documentos puesto que cualquier variacién
de estos pardmetros puede afectar los resultados.

15a.2. Método de microdilucion para
levaduras (M27-A3)

15a.2.1. Medio de cultivo

El medio de cultivo que ha dado mejor concor-
dancia, tanto intra como interlaboratorio, es el medio
sintético RPMI 1640 con glutamina y sin bicarbonato
sédico (Gibco, ICN, Oxoid, Sigma), tamponado




Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad

a los antifiingicos (documentos M27-A3, M38-A y M44-A)

con 4dcido morfolino propano sulfénico (MOPS)
0,164 M (ICN, Sigma), ajustado a pH 7+0,1 y con
0,2% de glucosa.

Componentes:

o "RPMI 1640 ooccosmasmisias 1040 g
e Tamp6n MOPS........... 3453 g
e Aguadestilada ........... 1.000 ml
Preparacion:

1. Disolver en 900 ml de agua destilada las canti-
dades indicadas, agitando hasta su completa
disoluci6n.

. Ajustar el pH a 6,9 - 7,1, utilizando NaOH 1IN 6

10N (medir la cantidad utilizada).

Aiiadir agua destilada hasta completar 1 litro.

. Filtrar estérilmente.

. Mantener refrigerado hasta su uso (4-8 °C,
méximo 6 meses).

[T RIS

15a.2.2. Preparacion de la
solucién madre de antifingico

Preferiblemente debe utilizarse sustancia
valorada que se puede solicitar a los laboratorios
productores.

Un consejo...

* En caso de no disponer de sustancia valorada se
puede utilizar el preparado comercial para infusion
endovenosa, comprobando que las CMI para las
cepas control estén dentro del intervalo
recomendado.

Antifungicos solubles en agua
(fluconazol, 5-fluorocitosina,
caspofungina, micafungina)

1. Preparar una solucién, pesando la cantidad sufi-
ciente de polvo para obtener una concentracién
al menos 10 veces superior a la concentracién
més alta de antifiingico a ensayar y disolverla en
agua destilada estéril.

2. Repartir en alicuotas de 1,1 ml y congelar a
—70 °C hasta su utilizacién (médximo 6 meses), 0 a
—40 °C (méximo 2 meses).

Un consejo...

« El tiempo de estabilidad indicado es orientativo ya
que depende del tipo de antifingico. Una vez des-
congelado no debe volverse a congelar. Las pla-
cas de antifngico preparadas tendrén la misma

fecha de caducidad que la de la solucién madre.

Antifingicos insolubles en agua (anfotericina B,
anidulafungina, itraconazol, ketoconazol,
posaconazol, ravuconazol, voriconazol)

1. Preparar una solucién, pesando la cantidad sufi-
ciente de polvo para obtener una concentracién
de 1.600 pg/ml (100 veces superior a la concen-
tracién mds alta de antifingico a ensayar) y
disolverla en dimetil sulféxido (DMSO).

2. Repartir en alicuotas de 1,1 ml y congelar a
—70 °C hasta su utilizacién (méximo 6 meses), o
a-40 °C (méximo 2 meses).

Unos consejos...

« Es importante seguir estas recomendaciones ya
que concentraciones de antifingico mas elevadas
no se disuelven bien.

« Normalmente la solucién madre no necesita esteri-
lizarse pero si, para mayor seguridad, se quiere
esterilizar, debe hacerse por filtraciéon (mediante
filtros de membrana o cualquier otro material que
no absorba o retenga el antiflingico).

15a.2.3. Preparacion de las
diluciones de antiftingico

Se recomienda seguir el método de las dilu-
ciones dobles seriadas aditivas. Los pasos a seguir
son diferentes segiin el antifingico sea soluble o
insoluble en agua.

Antiflingicos solubles en agua
(fluconazol, 5-fluorocitosina,
caspofungina, micafungina)

Seguir las indicaciones de la Tabla 15a.1 y
las Figuras 15a.1 y 15a.2. Las concentraciones a
ensayar son las comprendidas entre 64 y 0,12 pg/ml.
Los volimenes indicados son suficientes para pre-
parar 5 placas de antifiingico.

Brevemente:

1. A partir de la solucién madre se prepara la serie
de diluciones a una concentracién 10 veces
superior a la concentracién final deseada, utili-
zando como diluyente RPMI 1640.

2. Seguidamente se realiza una dilucién 1/5 afia-
diendo a todos los tubos 4 ml de RPMI, con lo
que la concentraci6n del antiftingico en los tubos
es 2 veces mayor que la concentracién final
deseada (de 128 pg/ml a 0,25 pg/ml).

8-92/8-1 19-v8-8.26 :NGS| - BI6010a op BUBOLIOWEQIAQ) BISIAGY L00ZE

irod

64



Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad m

a los antifiingicos (documentos M27-A3, M38-A y M44-A)

Tabla 15a.1. Diluciones de los antiflingicos solubles en agua.
Tubo C ion Ti i Auntubocon Concentracion resultante Tubo
n°1 1280 pg/ml 1iml 1 ml de RPMI 640 pg/ml n°2
n°2 640 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de RPMI 320 pg/mi n°3
n°2 640 pg/ml 0,5ml 1,5 ml de RPMI 160 pg/ml n°4
n°4 160 pg/mi 0,5 mi 0,5 ml de RPMI 80 pg/mi n°5
n°4 160 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de RPMI 40 pg/ml n°6
n°4 160 pg/mi 0,25 ml 1,75 ml de RPMI 20 pg/mi Nz
n°7 20 pg/ml 0,5 ml 0,5 ml de RPMI 10 pg/ml n°8
%7 20 pg/ml 0,25 mi 0,75 ml de RPMI 5 pg/ml n°9
n%7 20 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de RPMI 2,5 pg/ml n°10
n°10 2,5 pg/ml 1ml 1 ml de RPMI 1,25 pg/ml a1
Observar que...
* Al terminar las diluciones todos los tubos contienen 1 ml, excepto el tubo n° 11 (2 ml). De este
Gltimo se desechara 1 ml.
» Enlos tubos n°2 al n° 11 la concentracién del antifiingico es 10 veces superior a la concentracién
final deseada.

05m|
2ml 1

640 pg/mi 320 uglml Q‘
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80 uglml
qd‘ =
1280 pg/mi \‘i
0,25 ml
= — >
& 2ml —
1ml —
160 pg/ml Q 40 pg/mi

)
25 s 1 ml
1 mi
5 Hg/mi
2N
20 pg/ml
2 ml 2 mi

2,5 pg/ml 1,25 pg/mi

Figura 15a.1. Esquema para las diluciones de antifiingicos solubles en agua. Diluyente RPMI 1640.
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Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad
a

a los antifingicos (documentos M27-A3, M38-A y M44-A)

Antifliingicos insolubles en agua (anfotericina B, Anadir a todos los tubos 4 ml de RPMI
anidulafungina, itraconazol, ketoconazol,
posaconazol, ravuconazol, voriconazol)

Los pasos a seguir se detallan en la Tabla
15a.2 y en las Figuras 15a.3 y 15a.4. Las concentra-
ciones a ensayar son las comprendidas entre 16 y
0,03 pg/ml. Los volimenes indicados son suficien-
tes para preparar 5 placas de antifingico.

Brevemente:

1. A partir de la solucién madre se prepara la serie
de diluciones a una concentracién 100 veces
superior a la concentracién final deseada, utili-
zando como diluyente DMSO.

2. Seguidamente se realiza una dilucién 1/50
tomando 100 pl de cada tubo y se transfieren a
otro tubo que contiene 4,9 ml de RPMI, con lo que
la concentracién de antiftingico es dos veces
mayor que la concentraci6n final deseada (32 pg/ml
- 0,06 pg/ml) y la de DMSO, 2% (Figura 15a.4).

TOTMmUOw>

lar: 64 - 0,1é Hg/ml

Figura 15a.2. Segundo paso de las diluciones de antifingicos
solubles en agua (método de microdilucién).
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Tabla 15a.2. Diluciones de los antifingicos insolubles en agua.
Tubo  Concentracion Transferir Auntubocon Concentracion resultante  Tubo
n°2 1600 pg/ml 0,5 mi 0,5 ml de DMSO 800 pg/mi n°3
n°2 1600 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 400 pg/ml n°4
n°2 1600 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 200 pg/ml n°5
n°5 200 pg/ml 0,5ml 0,5 ml de DMSO 100 pg/ml n°6
n°5 200 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 50 pg/ml n°7
n°5 200 pg/ml 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 25 pg/ml n°8
n°8 25 pg/ml 0,5ml 0,5 ml de DMSO 12,5 pg/mi n°g
n°8 25 pg/ml 0,25 ml 0,75 ml de DMSO 6,25 pg/ml n°10
n°8 25 pg/mli 0,25 ml 1,75 ml de DMSO 3,12 pg/mli n°11

15a.2.4. Llenado de las placas

Observar que... ) .
Las placas de microtiter se rellenan con

100 pl de solucién de antifiingico siguiendo los
siguientes pasos (Figuras 15a.2 y 15a.4):

= Alterminar las diluciones, todos los tubos
contienen 1 ml excepto el n°11 que contiene 2 ml.

* Enlos tubos n° 2 al n° 11 la concentracion del « El contenido del tubo n° 2 se vierte en una cube-
antifingico es 100 veces superior a la ta 0 en una placa de Petri estéril y con ayuda de
concentracion final deseada. una pipeta multicanal (8 canales) se toman

* Los tubos n° 2 al n° 11 estén diluidos en DMSO. 100 pl y se llenan los pocillos de la columna n°® 2

- 2H).
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Métodos estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad
a los antifiingicos (documentos M27-A3, M38-A y M44-A)

_025m C> 1ml =
100 pg/mi
- P ®
1600 pg/ml ,,)/ 400 uglml Q -
0”“ oS 125 pgiml
iml O -
oimi
2 ml 6‘ 025 ol
200 pg/mi / < m
0, 25 6,25 pg/ml
J2ml n/ —
25 pg/ml a
=
@ 2 mi
3,12 pg/ml
Figura 15a.3. para las diluci de en agua. Diluyente dimetil (DMSO).

Con el contenido del tubo n° 3 se llenan los
pocillos de la columna n° 3 (3A - 3H).

Con el contenido del tubo n° 4 se llenan los
pocillos de la columna n° 4 (4A - 4H).

Etc.... y asf hasta la columna n° 11.

Los pocillos de la columna n° 12 se llenan con
100 pl de RPMI (control de crecimiento).

: cuando se trata de antifingicos
insolubles en agua, la columna n° 12 se rellena
con 100 pl de RPMI con un 2% de DMSO, o el
disolvente que se haya utilizado.

Los pocillos de la columna n° 1 se llenan con
200 pl de RPMI (control de esterilidad).

Una vez llenas las placas se cierran y envuelven
convenientemente con una bolsa de pléstico o
con papel de estafio, para evitar la evaporacion,
y se congelan a -70 °C, o bien a —40 °C.

jAtencién!

@0
llell

ddgdgees

100 pl 5

L bt 444

4,9 ml RPMI

5 ml RPMI Wi DMSO

(IGI
o)«
oD«

mQTUEHUOW >
90000000 -0

pués de inocular: 16-0,03 pg/mi

* La fecha de caducidad de las placas sera la de la
solucién madre y no la del dia de preparacién de
las placas.

C acién final d

Figura 15a.4. Segundo paso de las diluciones de antifingicos inso-
lubles en agua (método de microdilucion). Diluyente RPMI 1640.
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a los antifiingicos (documentos M27-A3, M38-A y M44-A)

15a.2.5. Preparacion del inéculo

Si la levadura ha estado almacenada o conge-
lada, antes de realizar las pruebas de sensibilidad
conviene hacer por lo menos dos pases en medio de
agar glucosado de Sabouraud (SDA).

Inéculo para Candida spp.

Se prepara tocando con el asa de cultivo
5 colonias 21 mm y de 24 h de crecimiento en placa
de SDA que se resuspenden en un tubo de solucién
salina (CINa 0,85%). Se agita bien y, con ayuda de
un espectrofotémetro (longitud de onda: 530 nm), se
ajusta a una densidad 6ptica 0,5 McFarland, afia-
diendo la cantidad necesaria de soluci6n salina. Esta
solucién tiene una concentracién aproximada de
1x10¢ - 5x10° UFC/ml. Posteriormente se realiza
una dilucién 1:1000 con medio RPMI (concentra-
cién de 1x10° - 5x10%). Esta tltima dilucién es la
que se utiliza para inocular las placas de antifiingi-
co. La concentracién final de levaduras en las placas
serd de 0,5x10° - 2,5x10°. En la Figura 15a.5 se
representan esqueméticamente todos estos pasos.

Inéculo para C. neoformans

Se prepara igual que para Candida spp., pero
partiendo, en este caso, de un cultivo de 48 h en SDA.

15a.2.6. Inoculacion de las placas

El dia del ensayo se sacan las placas del con-
gelador y se dejan a temperatura ambiente hasta su
completa descongelaci6n.

Se inoculan con 100 pl de la suspensién de
levadura desde el pocillo 2 hasta el 12.

La columna n° 1 (1A - 1H) que contiene
200 pl de RPMLI, se utiliza para el control de esterili-
dad del medio. También sirve para leer la absorban-
cia del medio.

La columna n° 12 (12A - 12H) no contiene
antiftingico pero debe tener la misma concentracién
de disolvente que los pocillos con antifingico. Es el
control de crecimiento.

SDA 24h a 35°C

lTocar 4-5 colonias

Suero salino

10 pl 10 pl
(70% T)
McFarland 0,5

(1-5x108 UFC/mI)

10 mi
20 mi RPMI

Macrodilucién Microdilucién
1:2000 1:1000
(0,5-2,5x10% UFC/ml) (1-5x10% UFC/ml)

Figura 15a.5. Preparacion del indculo de levaduras.

15a.2.7. Control de pureza del cultivo

Es conveniente hacer un control del inéculo
utilizado; para ello se siembran 10 pl del pocillo
control (n° 12) en una placa de CHROMagar y, a las
24 h, se cuentan las UFC. De esta forma se controla
la pureza y densidad del cultivo y se comprueba la
identificacién de la cepa.

15a.2.8. Incubacién de las placas

Las placas se incuban a 35 °C. Las inocula-
das con especies del género Candida durante 48 h y
las inoculadas con C. neoformans durante 72 h.

Observar que...

Al inocular las placas, las concentraciones de los pocillos se diluyen 1/2. En consecuencia, la concentracion final de

antifingico en los pocillos sera de 64 pg/ml a 0,12 pg/ml, en los solubles en agua, y de 16 pg/ml a 0,03 pg/ml en los

insolubles.

» Enuna placa de antif(ingico se pueden ensayar hasta 8 cepas diferentes.
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15a.2.9. Lectura e interpretacion
de los resultados

Lectura visual

La lectura visual debe realizarse con ayuda
de un espejo invertido.

Azoles y 5-fluorocitosina: la CMI es la con-
centracién més baja de antifiingico que produce una
reduccién aparente del crecimiento de la levadura
(250%), comparada con el crecimiento control des-
pués de 48 h de incubacion.

Equinocandinas: La CMI se lee como en
los azo}z;gero a las 24 h de incubaci6n.

otericina B: la CMI es la concentracién
més baja de antifingico que inhibe el crecimiento
de la levadura, o lo que es lo mismo, que produce
una reduccién del 100% del crecimiento.

Unos consejos...

» En general, para los antifugicos fungiestaticos,
la CMI debe ser la concentracién mas baja de
antifingico que produce una reduccién aparente
del crecimiento de la levadura (= 50%), compara-
da con el crecimiento control.

s ATENCION: La CMI de las equinocandinas se lee
alas 24 h de incubacién.

* Para los antifingicos fungicidas, la CMI es la
concentracion mas baja de antifingico que inhibe
el crecimiento de la levadura, o lo que es lo
mismo, que produce una reduccién del 100% del
crecimiento.

Observaciones...

« Lalectura de las CMI en los azoles suele ser una
de las fuentes de variabilidad tanto intra como
interlaboratorio. Es un poco complicada para los
no entrenados ya que se mantiene un cierto creci-
miento en las concentraciones superiores a la
CMI. A este crecimiento se le llama "cola de creci-
miento" (trailing growth) y se presenta sobre todo
en las cepas de C. albicansy C. tropicalis.

« Algunas veces, cuando se realiza la lectura visual,
es conveniente agitar los pocillos con un bastonci-
llo de madera estéril, para poder comparar la turbi-
dez con la del pocillo control.

15a.2.10. Cepas control de calidad

En cada ensayo debe incluirse una cepa con-
trol para poder detectar cualquier anomalfa o desac-
tivacién del antifingico. E1 CLSI aconseja utilizar
las siguientes cepas:

C. parapsilosis ATCC 22019
C. krusei ATCC 6258

Son cepas que han mostrado tener estabilidad
genética y para las que la CMI se ha determinado
repetidamente. En la Tabla 15a.3 se especifica las
CMI de los antifiingicos para estas cepas [2,7-9].

15a.2.11. Puntos de corte para Candida spp.

Lectura espectrofotométrica

Aunque no es la recomendada por el CLSI,
puede hacerse una lectura espectrofotométrica a 405
nm (longitud de onda de médxima absorbancia del
medio), también puede leerse a 490 y 530 nm ya
que, pricticamente, la CMI no varia [5,6].

Antes de realizar la lectura espectrofotomé-
trica es conveniente agitar las placas para obtener
una suspensién homogénea y, una vez realizada, se
resta a todos los pocillos la absorbancia del medio,
es decir la absorbancia del pocillo de la columna n° 1.

La CMI para los azoles, 5-fluorocitosina,
equinocandinas y, en general, los antifiingicos fun-
gistaticos, es la concentracién més baja de antifiin-
gico cuya densidad 6ptica es < 50% del pocillo
control de crecimiento (pocillo de la columna
n° 12). La CMI para la anfotericina B y, en gene-
ral, otros antifiingicos fungicidas, es la concentra-
cién més baja cuya densidad 6ptica es < 5% del
control.

Asootasion &

Por el momento, s6lo se dispone de los pun-
tos de corte para fluconazol, itraconazol, voricona-
zol, equinocandinas y 5-fluorocitosina. Para esta-
blecer los puntos de corte para fluconazol, el CLSI
se ha basado en estudios de correlacién in vitro-in
vivo de micosis orofaringeas en pacientes con sida
y, en menor cantidad, en candidemias producidas
por Candida en enfermos no neutropénicos.
Recientemente estos puntos de corte se han confir-
mado incluyendo mds casos tanto de candidiasis
invasoras como orofaringeas [1,10]. Por tanto, s6lo
son aplicables a las micosis orofaringeas y candi-
demias de especies del género Candida, excepto
C. krusei, que es intrinsecamente resistente a fluco-
nazol. Para itraconazol, los datos se basan en estu-
dios de correlacién in vitro-in vivo de micosis
orofaringeas y no se dispone hasta la fecha de datos
en micosis invasoras. Los puntos de corte de 5-fluo-
rocitosina estdn basados en antiguos datos farmaco-
cinéticos in vivo para Candida. Los puntos de corte
de voriconazol estdn basados en el andlisis de los
datos obtenidos de 249 pacientes de seis estudios
clinicos en fase III de voriconazol [11].
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ANEXO 7: Fotografias 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 2 Clorhexidina 3

Clorhexidina 4 Clorhexidina 5 Clorhexidina 6

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

Nistatina 4 Nistatina 5 Nistatina 6

Nistatina 7 Nistatina 8 Nistatina 9
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Hipoclorito Hipoclorito Hipoclorito
de sodio 1 de sodio 2 de sodio 3

Hipoclorito Hipoclorito Hipoclorito
de sodio 4 de sodio 5 de sodio 6

Hipoclorito Hipoclorito Hipoclorito
de sodio 7 de sodio 8 de sodio 9
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Sulfato de cobre
4.7pg/ml 1

Sulfato de cobre
4.7ug/ml 3

Sulfato de cobre
4.7ug/ml 2

Sulfato de cobre
4.7ug/ml 6

Sulfato de cobre
4.7ug/ml 5

Sulfato de cobre
4.7ug/ml 4

Sulfato de cobre
4.7ug/ml 9

Sulfato de cobre
4.7ug/ml 8

Sulfato de cobre
4.7ug/ml 7
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Sulfato de cobre Sulfato de cobre Sulfato de cobre
9.4ug/ml 1 9.4ug/ml 2 9.4pg/ml 3

Sulfato de cobre Sulfato de cobre Sulfato de cobre
9.4ug/ml 4 9.4ug/ml 5 9.4ug/ml 6

Sulfato de cobre
9.4ug/ml 7 Sulfato de cobre Sulfato de cobre

9.4ug/ml 8 9.4ug/ml 9
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