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Adherenciain vitro de Candida albicans en tres diferentes
acondicionador es de tgidos usados en prostodoncia total

In vitro adhesion of Candida albicansin three different tissue
conditioners used in prosthodontics

Yasmin Bonilla Rodriguez,* Victor Moreno Maldonado,$ Bertha Mufioz Hernandez,!
Gabriel Palma Cortés'

RESUMEN

Antecedentes: Los acondicionadores de tejidos, son materiales
utilizados en la superficie de la base de la dentadura por un tiempo
de 4-7 dias. Presentan en su superficie irregularidades y con un uso
inadecuado, existe la adherencia de microorganismos como Can-
dida albicans provocando candidiasis bucal. Objetivo: Cuantificar
y analizar los tres acondicionadores de tejidos por medio de un mi-
croscopio 6ptico (MO) y de un microscopio electrénico de barrido
(MEB), en tres tiempos de inoculacién. Estudio: Se elaboraron 36
muestras de inoculando Candida albicans, in vitro durante 24, 72 y
168 h; se observaron mediante MO y MEB de donde se obtuvieron
fotografias a un aumento de 500x, 2,000x y 5,000x. Resultados: El
acondicionador de tejidos Coe Comfort presentd superficie regular
con adhesién de levaduras en gemacion e hifa, Lynal presento su-
perficie agrietada de 3 pm a 72 y 168 h con levaduras en gemacion
y Flexacryl presento superficie agrietada a 72y 168 h de 4 pmy
una gran cantidad de levaduras en gemacion. Conclusiones: El
acondicionador Coe Comfort presenta una superficie mas regular
y con menor adhesion de Candida albicans, mientras que el acon-
dicionador Flexacryl es el que presenta mayores irregularidades y
adherencia de Candida albicans en su superficie.

ABSTRACT

Background: Tissue conditioners are materials used on the surface
of denture bases for 4 to 7 days. These materials have an irregular
surface, and if improperly used, there is the possibility of adherence
of some microorganisms such as Candida albicans which could elic-
it Oral Candidiasis. Objective: To quantify and analyze three tissue
conditioners with the aid of an Optical Microscope (OM) as well as
a Scanning Electron Microscope (SEM) at three inoculation phases
(days). Study: 36 study samples were prepared through inoculation
of in vitro Candida albicans at 24, 72 and 168 hour intervals. Sam-
ples were assessed through OM and SEM from which photographs
were obtained at 500x, 2,000x and 5,000x magnifications. Results:
Coe Comfort tissue conditioner presented an even surface with bud-
ding yeast adhesion and hyphae; Lynal presented a 3 p cracked
surface at 72 and 168 hours with budding yeast; Flexacryl presented
a 4 p cracked surface at 72 and 168 hours and great amounts of
budding yeasts. Conclusions: Coe Comfort conditioner presents a
more regular surface with less Candida albicans adhesion, whereas
Flexacryl is the one presenting greater irregularities and Candida
albicans adherence in its surface.

Palabras clave: Candida albicans, adherencia, microscopia electrénica de barrido, microscopio éptico, candidiasis bucal.
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INTRODUCCION

Las protesis totales, gracias a su disefio, deben ser
capaces de distribuir todas las cargas que actuen so-
bre ellas. La biomecénica de las protesis consiste en su
funcionamiento basado en tres principios: retencién, so-
porte y estabilidad, pero cuando por diferentes causas
alguno de estos factores se pierde, se obtiene una des-
adaptacion de la unidad protésica, resorcion del reborde
residual; dolor, incomodidad e inflamacion del tejido en
relacion directa a la prétesis. Esto sumado al hecho de
que el empleo de prétesis es continuo, sin dar la oportu-
nidad de recuperacion tisular, y que ademas exista una
higiene deficiente tanto de los rebordes como de la uni-
dad protésica, el paciente se enfrenta a una inevitable
reaccion por parte de los tejidos que la soportan.’®
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Muchas de estas reacciones tisulares pueden ser
revertidas si es que aliviamos la causa que esta pro-
vocando el dafo. Sin embargo, usualmente es nece-
sario un tratamiento del area con un material tisular o
acondicionador de tejidos que estara soportado por la
protesis, requiriendo de un periodo de varias semanas
para revertir el dafo del tejido.*>”

Los acondicionadores de tejidos son materiales
plasticos y resilentes (visco-elasticos) que fluyen y
adaptan intimamente a la mucosa de los tejidos y la
base de la protesis bucal, funcionando como una al-
mohadilla, absorbiendo parte de la energia producida
por el impacto de la masticacion entre el tejido bucal
y la superficie de la prétesis, dando una zona de ali-
vio al tejido irritado o lesionado.®'° En la superficie de
los acondicionadores de tejidos se presentan ciertas
irregularidades (porosidades), las cuales propician la
adherencia de distintos microorganismos, formando
una placa microbiana compuesta principalmente de
bacterias y levaduras.

Los acondicionadores de tejidos son de un uso
temporal (5-7 dias), después de los cuales van per-
diendo su elasticidad y suavidad, siendo después de
este tiempo irritantes por volverse asperos, duros y
con defectos. Dichos defectos pueden actuar como
reservorios que contribuyen a la adherencia y proli-
feracion de microorganismos, dentro de los cuales el
mas frecuentemente aislado en pacientes portadores
de prétesis es Candida albicans.!'-13

Candida albicans es un hongo microscopico, oval
levaduriforme de 2 a 4 pm con paredes finas, sin em-
bargo, en tejidos infectados también se han identifi-
cado formas filamentosas de longitud variable, con
extremos redondos de 3 a 5 ym de diametro y pseu-
dohifas, que son células alargadas de levadura que
permanecen unidas entre si; es patdégeno y oportunis-
ta, causante de procesos infecciosos importantes en
la cavidad bucal, dentro de los cuales se encuentra la
candidiasis bucal, en pacientes portadores de prote-
sis, donde el tejido epitelial que se encuentra en con-
tacto con la protesis estd adelgazado y el tejido con-
juntivo presenta inflamacidn excesiva, generalmente
se localiza en la superficie del paladar, preferente-
mente en mujeres y refiriendo la sensacion continua
de ardor.? La proliferacion de Candida albicans y su
adherencia en el aparato protésico se relaciona con el
inicio, mantenimiento y agravamiento de la candidiasis
buca|_3,5,6,14-16

La fase inicial de la adhesién de Candida albicans
al acondicionador de tejidos es mediada por factores
no especificos (hidrofobicidad superficial y fuerzas
electrostaticas) y por componentes de la pared celu-
lar (manoproteinas y proteinas fibrilares) que actuan

como adhesinas y reconocen receptores en células
epiteliales, matriz extracelular y superficies coloniza-
das por estreptococos bucales.?'>* Una vez adherido,
el microorganismo puede reproducirse, desarrollar
biopeliculas, cambiar su tipo de crecimiento del esta-
do de blastoconidio a pseudohifas e hifas verdaderas,
las cuales pueden guiar su crecimiento a través de
contacto por las discontinuidades de las células de la
mucosa bucal, penetrar entre ellas, invadir tejidos pro-
fundos y dificultar la fagocitosis.5'”

El objetivo de este estudio fue poder cuantificar y
analizar los tres acondicionadores de tejidos por me-
dio de un microscopio éptico (MO) y de un microsco-
pio electronico de barrido (MEB), en tres tiempos de
inoculacion.

MATERIAL Y METODOS

Preparacion de las muestras: Fueron elaboradas
36 laminas de acondicionadores de tejidos de 10 mm
de largo x 10 mm de ancho x 1 mm de espesor, siendo
12 laminas de Coe Comfort, 12 laminas de Lynal y 12
laminas de Flexacryl, de las 12 laminas de cada acon-
dicionador 6 muestras fueron para ser observadas en
el microscopio 6ptico y 6 con el de MEB STEROSCAM
440; de esta manera se realizaron los estudios por du-
plicado y en tres tiempos de inoculacion (24, 72y 168
h), siguiendo las indicaciones de manufactura propor-
cionadas por el fabricante. Las muestras obtenidas se
lavaron con agua destilada estéril y posteriormente se
desinfectaron por 1 hora con un antibiético de amplio
espectro, que en este caso se traté de amikacina de
500 mg, para la eliminacion de bacterias de las mues-
tras dejando una superficie dptima para la adhesion
de Candida albicans.'

Manejo de microorganismos y condiciones de
cultivo: Se utilizé una cepa de referencia de Candi-
da albicans, proporcionada por el Instituto Pasteur
de Francia, la cual se conservé en placas de cultivo
agar dextrosa Sabouraud. A esta cepa se le realizaron
pruebas de formacion de tubo germinativo, clamidoco-
nidio, con el fin de comprobar la pureza de la cepa. El
microorganismo fue cultivado en placas de agar dex-
trosa Sabouraud e incubadas a 37 °C durante 24 a
48 horas, de este cultivo fresco se tomé una azada
microbioldgica y se incorporé en 100 mL de caldo de
soya tripticasa estéril, el cual se mantuvo en una in-
cubadora eliptica toda una noche (12 h) a 37 °C con
agitacion a 60 rpm.1%19

El cultivo fue centrifugado 10 minutos a 1,000 rpm,
posteriormente se retird el caldo de soya tripticasa y
los blastoconidios que estan en el sedimento se lava-
ron dos veces con solucién salina estéril. Al sedimento
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lavado se le agregd 2 mL de caldo de soya tripticasa
estéril para resuspender los blastoconidios. Este con-
centrado se fue agregando a 100 mL de caldo de soya
tripticasa estéril hasta que se obtuvo una suspensién
del microorganismo a 0.8 OD520 (1 x 107 blastoconi-
dios/mL).2021

Ensayo de adherenciay formacién de Biofilm:
Las muestras fueron colocadas en placas de cultivo
celular de 24 pozos con 2 mL de la suspension de
Candida albicans. Se incubaron durante los siguientes
tiempos: 24, 72 y 168 h a 37 °C con agitacion (6 rpm).
Transcurridos estos tiempos las muestras se lavaron
con PBS (NaCl 8 g, KCI .2 g, KH2PO4 2 g, KH2PO4-
12H20 2.89 g, H20Dest 1 litro, pH 7.4) para remover
las células no adheridas.®

La cuantificacién y determinacion del crecimiento
de la levadura se llevé a cabo por medio de un micros-
copio Optico utilizando la técnica de tincién de Gram,
para su conteo se uso una reticula montada en el ocu-
lar, la cual contiene 10 campos de ancho por 10 de
largo (1 mm?2cada uno), de esta manera se realizo el
conteo de levaduras (Gram positivas) por mm.2#

La determinacion de las caracteristicas y la es-
tructura de la superficie de la muestra se llevo a cabo
por medio de MEB STEROSCAM 440 donde se ob-
tuvieron fotografias a un aumento de 500x, 2,000x y
5,000x%, donde las muestras previamente fueron fija-
das con glutaraldehido (2.5%), lavadas con buffer
y deshidratadas con etanol a 20, 40, 60, 80 y 100%
posteriormente son montadas en balines de laton y io-
nizadas con una capa de oro-paladio durante 3 min a
1,500 KV ya10 pA?

Andlisis estadistico: Se realizé la cuantificacion
de las células adheridas mediante el paquete esta-

distico Sigma Stat Ver 3.1. Se realiz6 una estadisti-
ca descriptiva general para todas las variables y se
compararon los promedios de levaduras adheridas
en los diferentes acondicionadores de tejidos utiliza-
dos y el tiempo de inoculacién con un Anova de una
via, asi como la comparacion de datos con la prueba
Tukey Test.

RESULTADOS

Los datos obtenidos mostraron que al utilizar el
acondicionador de tejidos Coe Comfort a las 24 h por
medio del MO, se obtuvo al conteo 9 levaduras por
mm? y con MEB, se observd la superficie en su ma-
yoria regular, sin la presencia de porosidades y leva-
duras de 3 a 3.5 ym de diametro, bien delimitadas en
proceso de gemacion (Figura 1-A). A las 72 h se obtu-
vo en el MO un conteo de 9 levaduras por mm?2y con
MEB se observé la superficie con depresiones de 50
a 60 ym y con levaduras de 3.5 a 4 pym de diametro
en estado de gemacion (Figura 2-A). A las 168 h se
obtuvo en el MO un conteo de 30 levaduras por mm?
y con MEB se observo la superficie con depresiones y
con levaduras en estado de hifas (Figura 3-A).

Al utilizar el acondicionador de tejidos Lynal a las
24 h por medio del MO se obtuvo al conteo 14 levadu-
ras por mm?y con MEB se observod la superficie en su
mayoria lisa, con escasas irregularidades y levaduras
de 3 a 3.5 pym de diametro, bien delimitadas en es-
tado de gemacion (Figura 1-B). A las 72 h se obtuvo
en el MO un conteo de 14 levaduras por mm2y con
MEB se observé en la superficie grietas irregulares de
2 a 3 ym de grosor y con levaduras de 3 a 3.5 ym de
diametro en estado de gemacion en las grietas de la

Figura 1. Adherencia de Candida albicans a las 24 h en los tres acondicionadores de tejidos a 5,000x A) Coe Comfort, B)
Lynal, C) Flexacryl.
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Figura 2. Adherencia de Candida albicans a las 72 h en los tres acondicionadores de tejidos a 5,000x A) Coe Comfort, B)

Lynal, C) Flexacryl.

Figura 3. Adherencia de Candida albicans a las 168 h en los tres acondicionadores de tejidos a 5,000x A) Coe Comfort, B)

Lynal, C) Flexacryl.

muestra (Figura 2-B). A las 168 h se obtuvo en el MO
un conteo de 36 levaduras por mm2 y con MEB se
observo la superficie con grietas de 3 um de grosor y
levaduras de 3 a 3.5 ym de didmetro, bien delimitados
en gemacion (Figura 3-B).

El acondicionador de tejidos Flexacryl a las 24 h
por medio del MO se obtuvo al conteo 19 levaduras
por mm?y con MEB se observd la superficie regular
y lisa, con muy pocas irregularidades y levaduras de
3 a 3.5 ym de diametro, bien delimitadas en estado
de gemacion (Figura 1-C). A las 72 h se obtuvo en el
MO un conteo de 19 levaduras por mm?y con MEB se
observo en la mayoria de su superficie grietas irregu-
lares de 2 a 4 ym de grosor y con levaduras de 3 a 3.5
pum de didmetro en estado de gemacion en la unién de

las grietas de la muestra (Figura 2-C). A las 168 h se
obtuvo en el MO un conteo de 56 levaduras por mm?y
con MEB se observo la superficie con grietas de 3 a 4
pm de grosor y levaduras de 3 a 3.8 um de diametro,
bien delimitados en gemacion y abundantes en toda
su superficie (Figura 3-C).

Con los datos anteriores se observé que estadisti-
camente existen variaciones de adherencia (p < 0.05)
entre los acondicionadores de tejidos Flexacryl y Coe
Comfort a 24, 72 y 168 h y Flexacryl y Lynal a 168
h significativa dando como resultado Flexacryl 24 h
(19.3 = 3.055) y Coe Comfort 24 h (9 + 3.6); Flexacryl
72 h (19.3 £ 3.055) y Coe Comfort 72 h (9 = 3.6);
Flexacryl 168 h. (56.3 + 2.517) y Lynal 168 h (36.0 +
1.0); Flexacryl 168 h (56.3 + 2.517) y Coe Comfort 168
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Cuadro I. Promedio de las levaduras adheridas
en los tres acondicionadores de tejidos en los
tres tiempos de inoculacion.

Acondicionador de tejidos Tiempo Promedio
Coe Comfort 24 h 9.0
Coe Comfort 72 h 9.0
Coe Comfort 1 semana 30.0
Lynal 24 h 14.333
Lynal 72 h 14.333
Lynal 1 semana 36.0
Flexacryl 24 h 19.333
Flexacryl 72 h 19.333
Flexacryl 1 semana 56.333

[l COE Comfort

M Lynal

[ Flexacryl

Blastoconidios adheridos por mm?

24 Hrs 72 Hrs

1 Semana

Figura 4. Promedio de levaduras adheridas por mm? sobre
la superficie de los acondicionadores de tejidos en 24, 72 y
168 h.

h ( 30.0 = 2.0), los cuales se presentan en el cuadro |
y en la figura 4.

DISCUSION

De acuerdo a estudios realizados anteriormente, don-
de se compararon acondicionadores de tejidos con los
mismos tiempos de inoculacién pero con distintas mar-
cas como Visco-gel, Fixo-gel, Fitt?? Coe-Comfort, Coe-
Soft, GC-Soft,> MJ Kim et al,22Kulak Y et al*® observaron
que la adherencia de Candida albicans a dichas mues-
tras se presenté inmediatamente a las 24 h de su inocu-
lacion, existiendo adherencia de Candida albicans a 1 h
de haberse inoculado demostrando que la adherencia
se ve influenciada por la estructura del material, al igual
que en el presente estudio en donde se demostré que
los materiales al paso de los dias sufren alteraciones im-
portantes que provocan dafios en el tejido oral por lo que
debe ser cambiado constantemente.

En este estudio al igual que en el reportado por Ku-
lak Y et al,22 MJ Kim et al,?® se observé que los acon-
dicionadores de tejido, al estar en contacto directo con
Candida albicans y al paso del tiempo favorecen la ad-
herencia de dicho hongo, pero que dependiendo de la
composicidn de cada acondicionador la adherencia va
variando, ya que como se observo en el estudio que a
mayor deterioro del material mayor es la adherencia.

Se coincide con otros autores, en sefalar la impor-
tancia del estudio de las biopeliculas,® 182224 formadas
por Candida albicans mediante el uso del MEB, ya que
en la actualidad es uno de los métodos mas confiables,
practicos y valiosos que permite observar la superficie
del espécimen, asi como la arquitectura de las comuni-
dades microbianas que en ella se establecen.

CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en este trabajo
se puede concluir que las caracteristicas de la super-
ficie de las muestras observadas mostraron defectos
en cada uno de los acondicionadores de tejido, los
cuales van siendo mayores a medida que van pasan-
do los dias, ya que se van tornando duros y asperos,
observandose grietas, depresiones e irregularidades.

El acondicionador Coe Comfort presenté una su-
perficie mas regular y con la menor adherencia de
Candida albicans, por lo que no se obtuvieron datos
de crecimiento estadisticos significativos.

Al analizar el acondicionador Flexacryl presentd en
su primer dia una superficie lisa, con escasas imper-
fecciones, pero conforme pasaron los dias la muestra
se volvio en su superficie muy irregular, con grietas de
un tamafio de 3 uym de grosor las cuales propician una
mayor adhesion de Candida albicans, dando como re-
sultado que este material tenga la mayor cantidad de
blastoconidios, con datos de crecimiento estadistica-
mente significativos a las 24, 72y 168 h.

Por ultimo el acondicionador de tejidos Lynal es el
material que presenta una superficie completamente
lisa en sus primeros dias pero conforme pasan éstos
se va volviendo una superficie irregular, con grietas,
promoviendo la adhesion de blastoconidios, en los
datos de crecimiento estadisticamente significativos,
no existiendo una variante entre las 24 y 72 h pero si
entre las 24 y168 h.
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