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RESUMEN: A pesar del gran nimero de productos disponibles para la limpieza de prétesis dentales, el 60% de los
portadores hace uso de ellos, posiblemente por la situacion econdmica. El objetivo fue determinar la susceptibilidad antifungica
in vitro que presenta Candida y sus especies a tres sustancias utilizadas para la desinfeccion de protesis (hipoclorito de sodio,
acido acético y solucion de superoxidacion). Se obtuvieron aislados clinicos de Candida de pacientes portadores de protesis
diagnosticados con estomatitis protésica, para su posterior estudio de susceptibilidad in vitro a las diferentes sustancias. El
hipoclorito de sodio al 0,5% mostré in vitro una mayor inhibicion para las cepas de Candida albicans y Candida no albicans. El
acido acético y la solucion de superoxidacion no mostraron inhibicion in vitro frente a ambas cepas. El hipoclorito de sodio al

0,5% tiene un efecto inhibitorio in vitro sobre las cepas de C. albicans y Candida no albicans.
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INTRODUCCION

Cuando se introduce dentro de la cavidad oral
una protesis dental, Candida es capaz de adherirse y
colonizarla, aumentando su frecuencia a un 66,7% en
éstos pacientes (Williams et al., 2011). De acuerdo con
varios estudios in vitro, la contaminacion microbiana
de la resina acrilica se produce rapidamente, y las le-
vaduras se adhieren muy bien a la base de la protesis
(Jackson et al., 2014; Koch et al., 2013). Una vez que
la Candida se adhiere sobre las superficies de éstas
y coloniza, es capaz de desarrollar la formacién de
una comunidad de microorganismos unidos a una su-
perficie y rodeados por una matriz extracelular
polisacarida denominada biofilm (Williams et al.; Koch
et al.). La transicion de Candida, desde un comensal
inocuo a organismo patogénico es compleja, y depen-
de tanto de factores locales como sistémicos, que con-
tribuyen al desarrollo de estomatitis protésica (EP), re-

portandose C. albicans como el principal agente
etiologico en el 71,4% de los casos. La EP también se
asocia a la mala higiene de la protesis, lo que demues-
tra la importancia de su limpieza empleando métodos
mecanicos o quimicos (Williams & Lewis, 2000). Exis-
ten en el mercado diversos agentes utilizados para
la desinfeccion de las protesis de bajo costo, como el
acido acético (AC), un liquido astringente que tiene
potencial antimicrobiano. Estudios in vitro han demos-
trado que las bajas dosis fungicidas del acido acético
inducen la apoptosis de C. albicans. La inmersion to-
tal de dentaduras en una solucion de AC al 10% o
5% durante la noche, reduce las colonias (cfu/ml) de
Candida en la saliva, asi como la presencia de EP; el
efecto de remocion es comparable con una solucién
de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 1% (Pinto et al.,
2008).
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ElINaOCI, actua como agente anti-fungico cuan-
do es empleado en solucién para sumergir las prote-
sis en caso de EP, debido a que reduce la capacidad
de adhesiéon de Candida a las células epiteliales
(Estrela et al., 2013). Ha sido empleado por mucho
tiempo como desinfectante protésico, ya que reduce
el crecimiento microbiano sobre las superficies de la
protesis. Segun estudios (Estrela et al.; Davi et al.,
2010), la inmersion de la protesis en 0,5% de NaOClI,
durante 5 minutos, es suficiente para eliminar C.
albicans. Chau et al. (1995) establecen que una in-
mersion de 10 min en NaOCl al 5,25% es efectiva para
desinfectar superficies internas y externas del acrilico
de la prétesis, sin embargo, debe emplearse una vez
a la semana ya que decolora el acrilico y afecta su
fuerza de flexion.

También existen agentes desinfectantes de cos-
to elevado por ejemplo la solucion electrolizada de
super-oxidacion (SSO), una solucién con pH neutro al
0,004% (40 ppm) de Cl activo, con un amplio espectro
antimicrobiano, esto se atribuye al efecto de oxida-
cion de los grupos sulfhidrilos y aminoacidos de la
pared bacteriana, lo que afecta el proceso de respira-
cion y nutricién de los microorganismos, se ha demos-
trado su eficacia para inactivar C. albicans en estu-
dios realizados in vitro en los cuales un tiempo de ex-
posicion de 30 s fue suficiente para inactivar comple-
tamente todas las muestras (Zeng et al., 2011; lieri et
al., 2006).

El objetivo fue evaluar la susceptibilidad
antifungica in vitro sobre aislamientos clinicos de
Candida obtenidos de las superficies de las protesis
dentales a 3 sustancias utilizadas para su desinfec-
cion.

MATERIAL Y METODO

Ensayo de susceptibilidad in vitro. Se evalua-
ron soluciones desinfectantes de AC, NaOCl y SSO.
Se utilizaron tres aislamientos de C. albicans y tres
aislamientos de Candida no albicans. obtenidos pre-
viamente de las proétesis. Para determinar si el aisla-
miento correspondia a C. albicans se realiz6 la prue-
ba del tubo germinal. Para la tipificacion de Candida
no albicans, se utilizaron placas de CHROMagar® si-
guiendo las especificaciones del fabricante, como con-
trol se emplearon cepas ATCC 24433 y ATCC 90028
de C. albicans. Se prepar6 una suspension de cada
una de las cepas de C. albicans y Candida no albicans
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a una concentracion de 0,5 de McFarland utilizando
un nefeldmetro. Se hicieron diluciones de NaOCI
(5,25%) y AC (5%) como sigue: 0,5, 0,25, 0,125 y
0,062% en agua destilada estéril. La SSO se aplico
directamente sobre la placa de agar mediante una
pipeta de volumen fijo (20 mL de SSO), debido a las
instrucciones del fabricante. Con las diluciones pre-
paradas se impregnaron discos de 6 mm de diametro
de papel filtro (Whatman® 40, Whatman Ltd. England
UK) durante 5 min con cada una de las sustancias a
evaluar. Cada una de las cepas y aislamientos de C.
albicans y Candida no albicans a evaluar se sembra-
ron en placas de agar dextrosa sabouraud. En cada
placa ya inoculada se colocaron los discos de papel
impregnados, distribuidos en la parte central de cada
placa, como control negativo se colocaron discos im-
pregnados en agua estéril. Las placas se incubaron a
37 °C y luego de 48 h de incubacion se midié en mili-
metros el diametro total de los halos de inhibicion for-
mados alrededor de cada disco.

Se realiz6 analisis descriptivo de las variables
registradas utilizando medidas de tendencia central
para las variables continuas y proporciones para las
variables nominales.

RESULTADOS

Pruebas de sensibilidad in vitro de C. albicansy
Candida no albicans a los diferentes desinfectantes.

EIAC y la SSO a las diferentes concentraciones
utilizadas no mostraron actividad antifungica in vitro
sobre los aislamientos de C. albicansy C. no albicans,
por lo que fueron considerados resistentes. El prome-
dio de las zonas de inhibicidn (mm) que mostraron las
cepas de Candida albicans, no albicans y cepas ATCC
a las diferentes concentraciones de NaOCI se mues-
tran en las Tablas |, Il, lll respectivamente. El efecto
antifingico del NaOCI sobre los aislamientos de C.
albicans fue dosis dependiente, mostrando un halo de
inhibicién mayor a una concentracion de 0,5% (27 mm)
el cual disminuy6 conforme disminuyo la concentra-
cion, obteniendo un halo de inhibicién de 13 mm a
una concentracion de 0,062% de NaOCI.

Con respecto a las cepas ATCC se obtuvo un
halo de inhibicién ligeramente mayor con respecto a
C. albicans obtenida de protesis dentales (31,5 mm vs
27 mm) a una concentracion de 0,5% de NaOCI. Sin
embargo a concentraciones de 0,125% y 0,062% las
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Tabla |. Medidas de los halos de inhibicion obtenidos de los aislamientos de
C. albicans provenientes de protesis dentales a las diferentes concentracio-
nes de NaOCI.

Especies de Candida Solucion desinfectante NaOCI

0,5% 0,25% 0,125% 0,062%
C. albicans 32* 19 17 15
C. albicans 24 18 13 1
C. albicans 25 16 10 13
Promedio 27 17,6 13,3 13

*Los numeros representan los diametros de las zonas de inhibicion en milimetros.

Tabla Il. Medidas de los halos de inhibicion obtenidos de los aislamientos de
cepas ATCC provenientes de proétesis dentales a las diferentes concentracio-
nes de NaOCI.

Solucién desinfectante NaOCI

Especies de Candida

0,5% 0,25% 0,125% 0,062%
ATCC24433 28* 27 13 13
ATCC90028 35 13 11 7
Promedio 31,5 20 12 10

*Los numeros representan los diametros de las zonas de inhibiciéon en milimetros.

Tabla lll. Medidas de los halos de inhibiciéon obtenidos de C. no albicans pro-
venientes de protesis dentales a las diferentes concentraciones de NaOCI.

Solucién desinfectante NaOCI

Especies de Candida

0,5% 0,25% 0,125% 0,062%
C. no albicans 19* 13 11 9
C. no albicans 20 14 8 6
C. no albicans 13 11 9 7
Promedio 17,3 12,6 9,3 7,3

*Los numeros representan los diametros de las zonas de inhibiciéon en milimetros.

Tabla IV. Comparacién de los halos de inhibicién entre C. albicans, C. no

albicans y Cepas ATCC.

Solucién Especies de Candida
desinfectante Cepas ATCC C. albicans C. no albicans
NaOCl 0,5% 31,5* 27 17,3
NaOCl 0,25% 20 17,6 12,6
NaOCl 0,125% 12 13,3 9,3
NaOCl 0,062% 10 13 7,3

*Los numeros representan el promedio en milimetros obtenido de cada cepa evaluada.

cepas ATCC mostraron un menor halo de inhibicidon con respecto a C.
albicans (12 mm vs 13,3 mmy 10 mm vs 13 mm).

Los halos de inhibicidon observados sobre las cepas no albicans
de igual manera fueron dosis dependiente, mostrando un halo de 17,3
mm a una concentracion de 0,5% el cual disminuy6 a 7,3 mm a una
concentracion de 0,062%. A todas las concentraciones los halos de
inhibicién mostraron un menor diametro con respecto a C. albicans y
cepas ATCC.

La comparacion de los prome-
dios obtenidos de los halos de inhibi-
cion de las especies evaluadas se
muestra en la Tabla IV. Podemos ob-
servar que el efecto antifungico del
NaOCl, fue mayor en las cepas ATCC
a las diferentes concentraciones ex-
cepto a una concentracion de 0,062%,
a esta concentracion el mayor efecto
antifungico se obtuvo sobre las espe-
cies de C. albicans. EIl efecto
antifungico fue medido en base al ta-
manio de los halos de inhibicion de tal
forma que se considerdé al mayor halo
de inhibicion que se obtuvo por cada
dosis como el efecto antifungico mas
eficaz. Con respecto a la susceptibili-
dad que mostraron las cepas no
albicans al NaOCI se determiné que
fueron las menos sensibles debido a
que fueron las que obtuvieron los me-
nores halos de inhibicion a las diferen-
tes concentraciones.

DISCUSION

En el presente trabajo reporta-
mos la susceptibilidad antifingica in
vitro, que muestran aislamientos clini-
cos de Candida obtenidos de prétesis
dentales a 3 sustancias utilizadas
como desinfectantes. En primer lugar
determinamos la susceptibilidad
antifungica in vitro al AC el cual no pre-
sentd ningun halo de inhibicién, esto
tal vez debido a que las concentracio-
nes utilizadas no fueron las adecua-
das para observar el efecto, este mis-
mo fendmeno lo observaron Pinto et
al., los cuales reportaron que una so-
lucion de AC al 10% no elimino C.
albicans de las proétesis. Sin embargo
otros estudios in vitro han demostra-
do que dosis bajas del acido acético
son fungicidas, ya que inducen la
apoptosis en C. albicans, la inmersion
total de dentaduras en una solucién
de AC al 10% o incluso 5% durante la
noche, reduce Ilas unidades
formadoras de colonia (UFC/mI) de
Candida spp. en saliva, asi como la
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presencia de EP. El efecto de remocién de la solucion
de AC al 5% o 10% es comparable con una solucién
de NaOCI al 1% (Ali-Jafari et al., 2012).

Por otra parte la SSO con pH neutro en nuestro
estudio no mostrd inhibicién alguna en las cepas de
C. albicans y no albicans, sin embargo publicaciones
previas han demostrado su efecto microbicida (Zeng
et al.; lieri et al.) Por ser producto de aparicion recien-
te, cuenta con escasos reportes en la literatura, son
necesarios mas estudios para demostrar su eficacia.

Finalmente el desinfectante reconocido como
“Estandar de oro” para la desinfeccidon de proétesis
colonizadas por Candida, es el NaOCI, en este es-
tudio pudimos corroborar su eficacia, ya que mos-
tré la mejor susceptibilidad antifungica in vitro, esto
debido a que fueron utilizadas las concentraciones
adecuadas, previamente reportadas en la literatu-
ra, siendo la concentracion al 0,5% la que mostro la
mayor eficacia, esto coincide con lo reportado pre-
viamente (Skupien et al., 2013) quienes analizaron
diversos estudios in vitro, en donde se demostrd
que esta concentracion es eficaz para desinfectar
la superficies de las protesis, por otro lado esta mis-
ma concentracion fue evaluada in vivo por de Sousa
Porta et al. (2013), quienes demostraron su efica-
cia en la reduccién de microorganismos sin causar
cambios significativos en el color o la rugosidad de
la prétesis. En este sentido, para demostrar el efec-
to que tiene el NaOCI sobre la resina acrilica de la
protesis, McNeme et al. (1991) mostraron que no
existen cambios de color en las resinas acrilicas des-
pués del uso de NaOCI en distintas concentracio-
nes (0,525%, 1% y 5,25%), en un lapso de 72 h.
Orsi & Andrade (2004) reportaron que no hay afec-
ciones en la fuerza de flexion de la prétesis des-
pués de una inmersion en NaOCI al 1%, 2,5% y
5,25%, en un lapso de inmersion de 10 min. Sin
embargo debido al sabor y olor desagradable del
NaOCI a estas concentraciones tan elevadas, la
protesis debe enjuagarse adecuadamente para re-
mover el producto, ademas de que existe el riesgo
de quemaduras en la mucosa de soporte de la pro-
tesis, por tal motivo es preferible utilizar concentra-
ciones mas bajas demostrando su eficacia in vitro
como lo reportado previamente por Davi et al., don-
de describe que concentraciones al 1% de NaOCI
son desinfectantes sin embargo son suficientes para
influir en la estabilidad, color y fuerza de flexién de
la prétesis, por lo tanto nosotros demostramos in
vitro que concentraciones menores al 1% tienen
buena actividad antifungica.
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Las cepas ATCC mostraron la mayor eficacia
antifingica, esto debido a que son cepas de referen-
cia las cuales sirven de controles, no obstante los
aislamientos recuperados de proétesis dentales debi-
do a las condiciones y edad de las protesis activan
factores de virulencia y capacidades que les permi-
ten su supervivencia a cualquier agente desinfectan-
te, mas aun cuando se encuentran en el biofilm
(Sanchez et al., 2013). Por otro lado identificamos
que las especies sobre las cuales el NaOCI mostré
una menor eficacia fueron las C. no albicans, esto es
de gran relevancia ya que las especies que se aislan
con mayor frecuencia de las protesis segun el estu-
dio realizado por Nayak et al. (2012) son las espe-
cies de Candida no albicans.

Una de las limitaciones de nuestro estudio fue
el numero de cepas evaluadas y la metodologia utili-
zada ya que al ser un método cualitativo, no permite
determinar las concentraciones minima inhibitorias
de las sustancias desinfectantes, una de las expec-
tativas del estudio es evaluar estas sustancias por el
meétodo de microdiluciones, con un mayor numero de
aislamientos y ademas llevar a cabo ensayos clini-
cos controlados aleatorizados para demostrar su efi-
cacia in vivo. El NaOCI al 0,5% mostro la mejor inhi-
bicién in vitro contra C. albicans y Candida no
albicans, esta inhibiciéon fue dosis dependiente.
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ABSTRACT: Despite the large number of products
available for denture cleaning, less than 60% of denture
wearers use them, possibly due to the economic situation.
The aims were to determine the in vitro anti-fungal
susceptibility of Candida species to three denture
disinfectants (Sodium hypochlorite, acetic acid and super
oxidized solution). Clinical isolates were obtained from
denture wearers diagnosed with denture stomatitis for its
posterior in vitro susceptibility study to the different
substances. 0.5% Sodium hypochlorite showed the higher
in vitro inhibitory effect on Candida albicans and non-albicans.
Acetic acid and super oxidized solution showed no inhibition
in both species. 0.5% Sodium hypochlorite has an in vitro
inhibitory effect on Candida species.

KEY WORDS: Candida albicans, denture stomatitis,
sodium hipoclorite.
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