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| INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) inform6 en el afio 2005, que
aproximadamente 1.8 millones de muertes en todo el mundo son atribuibles al
agua insalubre y a la falta de saneamiento e higiene. Se estima ademas, que el
99.8% de estas muertes ocurren en los paises en desarrollo y que el consumo de
agua contaminada con bacterias patdgenas tales como Escherichia
coli, Salmonella typhimurium , Shigella dysenteriae y Vibrio cholerae continta
siendo una de las causas principales de las enfermedades diarreicas y las
infecciones gastrointestinales. El Instituto de Salud de Estados Unidos de
Norteamérica ha especificado que mas del 60% de estas y otras infecciones
microbianas son causadas por biopeliculas'?. Al respecto, el presente estudio, se
centré en el control de este fendmeno natural propio de los ambitos acuaticos y
gue constituye un problema de salud, en especial para sujetos medicamente

comprometidos e inmunocomprometidos.

Con dichas cifras se deduce que toda actividad que involucre el uso del vital
liquido debe realizarse dentro de normativas especificas para el control de calidad
de la misma. En odontologia, el agua es esencial para la operacion de las piezas
de mano de alta velocidad y para el enfriamiento de las superficies dentales
sometidas a tratamiento odontolégico. Diversos estudios han reportado que dicho
elemento presenta altas concentraciones de microorganismos considerados
patégenos oportunistas, como Pseudomona aeruginosa, Legionella pneumophila e
incluso enterobacterias. La presencia de estos microorganismos se debe a que
son habitantes comunes de la biopelicula que se forma en los sistemas acuaticos
de las unidades dentales, lo cual conlleva una alta dispersion de agentes
infecciosos en aerosol y por salpicaduras, provocando que dichas bacterias sean

transferidas directamente a los pacientes y al personal de atencién bucodental®*®.

Para disminuir esta fuente de contaminacién se han desarrollado algunas

directrices alrededor del mundo. En la Unidn Europea se recomienda que el agua
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potable debe contar con una cantidad menor a 100 Unidades Formadoras de
Colonias por mililitro (UFC/ml), aunque no se han realizado pautas dirigidas a la
calidad bacteriolégica del agua de unidades dentales. En Estados Unidos, la
Asociacién Dental Americana (ADA) y los Centros para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC) han sugerido una norma especifica para el agua de las
unidades dentales de no mas de 200 UFC/ml, y han propuesto una serie de
posturas y declaraciones en las que se invita a la comunidad odontoldgica a seguir
las medidas pertinentes que mejoren la calidad del agua empleada durante el
tratamiento dental, alentando también a los fabricantes de equipos dentales a

que promuevan acciones que mejoren y mantengan la calidad de la misma'’ 2.

En paises sudamericanos no existen directrices similares. En México, la Norma
Oficial Mexicana 013 de la Secretaria de Salud (NOMO013-SSA) no establece
niveles minimos aceptables para el control de la calidad bacteriologica del agua de
las unidades dentales, aunque propone que para eliminar la biopelicula “se deben
purgar las mangueras de la pieza de mano y jeringa triple, 3 minutos al inicio y

término del dia y 30 segundos entre cada paciente”™.

Sin embargo, la
Organizacion para la Seguridad, Asepsia y Prevencion (OSAP), ha puntualizado
gue la efectividad de la purga mecéanica no esta bien sustentada por la literatura
cientifica y que aunque puede reducir temporalmente el numero de
microorganismos suspendidos en las lineas de agua dental, no hay un efecto
predecible sobre las biopeliculas adherentes, por lo que es preciso pensar en la
adicion de un antimicrobiano en los reservorios independientes de agua de las
unidades dentales que junto con el arrastre mecanico producido por la purga, en
teoria proporcionaria una disminucion del recuento total de bacterias existentes en

el mismo?. El presente trabajo de investigacién, toma dicha propuesta.

Para tal efecto, fue considerada la clorhexidina, el antimicrobiano mas estudiado
en odontologia. Potente inhibidor de biopelicula dental y que ha sido probado
como una opciéon para desinfectar las lineas de agua de unidades dentales, con

muy buenos resultados, aunque debe considerarse que su costo es elevado y por
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lo tanto resulta poco factible su utilizacién de manera diaria y constante'®*42%22,

Asi mismo, se consider6 un antimicrobiano que no ha sido utilizado en los
sistemas de agua odontoldgicos, pero que se usa de manera rutinaria en la
erradicacion de biopeliculas presentes en los sistemas de agua de la Estacidén

Espacial Internacional®

o en la desinfeccibn de agua de consumo humano
posterior a desastres naturales (propuesto por la OMS)?, tal es el caso de la plata
coloidal. Sus variantes y eficacia han sido reportadas por varios investigadores
documentando ampliamente las propiedades antibacterianas y baja toxicidad que

posee®*?8,

De tal manera que a través del presente estudio fue evaluada la eficacia
antimicrobiana de la plata coloidal para el control de la formacién de biopelicula en
lineas de agua de alta velocidad de unidades dentales en comparacion con el
gluconato de clorhexidina, con el fin de contribuir a la obtencion de un método
sistematico que garantice la inocuidad bacteriana del agua de salida de la pieza de
mano de alta velocidad, con lo que se ayudara a proteger la salud del paciente, la
del odontélogo y mejorar asi la calidad del medio ambiente en el que se

desenvuelve el personal de atencion bucodental.
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I ANTECEDENTES

CAPITULO 1: BIOPELICULA

Las bacterias existen en la naturaleza bajo dos formas o estados: bacterias
plancténicas (de libre flotacion) y bacterias biofilm o de biopelicula (en colonias de
microorganismos sésiles). Desde los tiempos de Koch, bacteriélogos y clinicos se
han abocado al estudio de los gérmenes planctonicos, libremente suspendidos, y
descritos en base a sus caracteristicas de desarrollo en medios de cultivo
adecuados, esto se ha debido entre otras razones, al hecho de que la
investigacion de las biopeliculas bacterianas es singularmente mas dificil que
aquélla respecto a las bacterias planctonicas. Desafortunadamente, este enfoque
centrado en el desarrollo de estas ultimas en cultivos de laboratorio, una condiciéon
gue tiene escasa relacion con los ambientes microbianos verdaderos, ha limitado

la comprension respecto a las interacciones entre bacterias y huéspedes®**.

Una muy pequefia fraccion de las bacterias se halla en forma planctonica o de
libre flotacion, y las bacterias de biopelicula son diferentes a las plancténicas. Se
postula que el 99% de todas las células bacterianas existen en calidad de biofilms,
y tan s6lo 1% vive en estado plancténico®’. La adhesion bacteriana a superficies
ha sido reconocida por varias décadas. En la década de 1970, los microbiélogos
plantearon que, probablemente, la mayor parte de las bacterias en la naturaleza
existian en estado de biopelicula, sin embargo, la terapia de la mayoria de las
infecciones humanas continla aun basada en el estudio de las minoritarias

bacterias planctonicas libres flotantes.

Las biopeliculas se crean cuando las bacterias libres flotantes perciben una
superficie, se adhieren a ella y, a continuacién, elaboran sefiales quimicas para
coordinar diferenciacion y formacion de estructura, incluyendo el desarrollo de una
cubierta polisacérida protectora. Los gérmenes pueden crear condiciones para

formar biopeliculas casi en cualquier ambiente liquido. La interfase solido-liquida
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entre una superficie y un medio acuoso proporciona un entorno ideal para la
fijacion y crecimiento de microorganismos, por consiguiente, los biofilms son
ubicuos en la naturaleza y se encuentran practicamente en todo cuerpo natural de

agua en el mundo®.

Las biopeliculas representan una antigua estrategia de supervivencia procariética,
ya que les brindan proteccién frente a fluctuaciones medioambientales, de
humedad, temperatura y pH, al igual que concentrando nutrientes y facilitando la
eliminacion de desechos. Registros efectuados en fésiles revelan que diversos
procariotes han estado viviendo en estas estructuras por mas de tres billones de
afios. Su capacidad de formacion no parece restringirse a ningun grupo especifico
de microorganismos y, en la actualidad, se considera que bajo condiciones
ambientales adecuadas la inmensa mayoria de las bacterias, independiente de la
especie, puede existir dentro de biopeliculas adheridas a superficies en una
interfase solido/ liquida, incluyendo organismos importantes, tales como P.

aeruginosa, H. influenzae y S. aureus®.

1.1 Definicion e Historia

En 2002, Donlan®® efectu6 una descripcién ampliamente aceptada de una
biopelicula, estableciendo que es “una comunidad microbiana sésil, caracterizada
por células que estan adheridas irreversiblemente a un substrato o interfase, o
unas con otras, encerradas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares
gue ellas han producido, y exhiben un fenotipo alterado en relacién con la tasa de
crecimiento y trascripcion génica”. En el siglo XVII, Van Leeuwenhoek, utilizando
sus simples microscopios de luz, fue el primero en describir la presencia de
microorganismos adheridos a superficies dentales, a raiz de lo cual se le reconoce

como el descubridor de las biopeliculas bacterianas**.

Esta linea de investigacién resurgié en 1970, cuando Characklis** procedié a

estudiar légamos microbianos en sistemas de aguas industriales logrando
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demostrar su tenacidad y resistencia a diferentes desinfectantes, entre ellos, el
cloro. Posteriormente, Costerton y cols.®*, describieron la presencia de
comunidades bacterianas embebidas en una matriz glucoproteica unidas a
superficies en contacto con el agua, postulando que las biopeliculas podrian ser la
explicacién para los mecanismos por los cuales los gérmenes se adhieren a
superficies vivientes e inertes, sin embargo, se debi6 esperar al advenimiento del
microscopio electréonico para lograr un examen detallado de las biopeliculas. En
las ultimas dos décadas gran parte del trabajo realizado para la descripcion de
biopeliculas se ha basado en la microscopia electronica de barrido.
Recientemente, dos grandes avances han incrementado substancialmente la
comprension de dichos sistemas, la utilizacion del microscopio laser con focal y la
investigacion de los genes involucrados en la adhesion celular y la formacion de la

biopelicula.

1.2 Composicién y Arquitectura

Toda comunidad microbiana desarrollada en una biopelicula es Unica en su
género, aunque algunos atributos estructurales pueden, generalmente, ser
considerados universales. El término biofilm o biopelicula es, en cierto modo, un
nombre inapropiado, puesto que no constituyen un depodsito superficial de una
monocapa continua®. Las biopeliculas, estan estructuradas principalmente por
grandes colonias de bacterias sésiles incrustadas en una matriz polimérica
extracelular o glicocdlix. Las células bacterianas, que componen el 15%-20% del
volumen, no se dividen al interior de la biopelicula, lo cual podria atribuirse al
hecho de adoptar un fenotipo alterado, diferente al de las mismas bacterias en
estado de libre flotacion®*’. La matriz es muy hidratada debido a que incorpora
grandes cantidades de agua dentro de su estructura, llegando este elemento a

representar hasta el 97%%°.

Ademas de agua y gérmenes, la matriz esta formada por exopolisacaridos (EPS),

los que constituyen su componente fundamental, producidos por los propios

Paginal6



EFICACIA ANTIMICROBIANA DE LA PLATA COLOIDAL EN COMPARACION CON GLUCONATO DE CLORHEXIDINA PARA EL
CONTROL DE BIOPELICULA DE UNIDADES DENTALES, 2013

microorganismos integrantes. En menor cantidad se encuentran otras
macromoléculas como proteinas, &cidos nucleicos, y diversos productos que
proceden de la lisis bacteriana. El conjunto de polisacaridos, acidos nucleicos y
proteinas se conocen bajo el nombre de substancias poliméricas extracelulares
(SPE). En la matriz también pueden hallarse materiales no bacterianos, tales
como cristales de sales minerales, particulas de corrosién y/o de sedimento, o
componentes sanguineos, segun sea el medioambiente en el cual se desarrolla.
La producciéon de SPE es influida por la calidad nutricional del medioambiente, se
ha observado que un incremento en la concentracion de nutrientes esta
correlacionado con un aumento en el numero de células bacterianas adheridas.
Ademas, una disponibilidad excesiva de carbono y/o limitacion de nitrégeno,

potasio o fosfato promueve la sintesis de SPE>*%7,

La arquitectura de la matriz no es sélida, las bacterias viven en torreones celulares
gue se extienden en forma tridimensional desde la superficie a la cual estan
adheridas. Estos torreones estan compuestos por microcolonias de diferentes
células bacterianas, tanto aerdbicas como anaerdbicas, englobadas por
exopolisacéaridos, y separadas unas de otras por espacios intersticiales huecos,
llamados canales de agua, que permiten el flujo de liquido y actian como un
sist}ema circulatorio primitivo para el transporte y difusién de nutrientes y oxigeno
a las bacterias ubicadas en su interior, incluso aquéllas situadas en las zonas mas
profundas. Asimismo, constituyen un mecanismo para la remocion de productos

de desecho metabdlico®.

La existencia de estos canales de agua no impide, sin embargo, que dentro se
encuentren ambientes en los que la concentracion de nutrientes, pH u oxigeno es
diferente. Se genera, de esta manera, un gradiente de tension de Ph y de oxigeno,
siendo metabdlicamente mas activas las areas superficiales respecto a las mas
profundas. En estas Ultimas, las bacterias deben adaptarse a una disponibilidad
reducida de oxigeno® . La formacién y estructura de una biopelicula depende de

las caracteristicas del substrato al cual se une y a otros aspectos del medio
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ambiente. Asi, las biopeliculas en una superficie mucosa son fisiolégicamente

diferentes de aquellas formadas en superficies inertes.

1.3 Etapas en el Ciclo Vital

La biologia de las biopeliculas se centra en su ciclo vital e interacciones con el
medio ambiente. El ciclo vital es un proceso dinamico que puede ser dividido en
tres partes: adhesion, crecimiento y separacion o desprendimiento. Durante la
primera fase, el substrato tiene que ser adecuado para la adsorcion reversible vy,
finalmente, la adhesion irreversible de la bacteria a la superficie. Las bacterias,
una vez percibida una superficie, proceden a formar una union activa via
apéndices, como fimbrias, flagelos o pili. Mediante microscopia electronica se ha
descrito que las bacterias adheridas se encuentran conectadas a la superficie por
medio de finas fibrillas poliméricas extracelulares. Las fimbrias, probablemente
luego de superar la barrera de repulsion electroestatica inicial que existe entre el
germen y el sustrato, contribuyen a la adhesién bacteriana®®*®. La motilidad,
otorgada por flagelos, ayuda a la bacteria a alcanzar la superficie en las etapas
iniciales de la adhesién, siendo su funcién principal vencer las fuerzas de repulsion
mas que actuar como adherente. Sin embargo, la motilidad no parece ser un
requisito esencial, puesto que bacterias Gram positivas inmoviles, como
estafilococos, estreptococos y micobacterias, también poseen la capacidad de
formar biopelicula. En el caso de las bacterias Gram positivas se ha descrito, en

esta primera etapa, la participacion de proteinas de superficie®®%.

La adhesion de bacterias a una superficie ocurre mas facilmente en aquéllas
asperas, hidrofébicas, y recubiertas por “films condicionantes”. Se ha descrito que
la colonizacién microbiana parece incrementar a medida que aumenta la aspereza
de la superficie debido a que estan reducidas las fuerzas de deslizamiento, y el
area de superficie se torna mayor®®. Los “films condicionantes”, compuestos
habitualmente por polimeros, cubren inevitable y rapidamente la superficie de
cualquier material que se encuentre en contacto con un liquido, y constituyen un

requisito indispensable para una ulterior adhesion microbiana. Un buen ejemplo en

Paginal8



EFICACIA ANTIMICROBIANA DE LA PLATA COLOIDAL EN COMPARACION CON GLUCONATO DE CLORHEXIDINA PARA EL
CONTROL DE BIOPELICULA DE UNIDADES DENTALES, 2013

el hombre es la “pelicula adquirida”, que se desarrolla en superficies del esmalte

dental.

Durante la segunda fase o de crecimiento, la bacteria, una vez adherida, comienza
a dividirse y las células hijas se extienden alrededor del sitio de union, formando
una microcolonia similar al proceso de formacion de colonias en placas de agar. A
medida que las células se dividen y colonizan la superficie, las bacterias
comienzan a elaborar un exopolisacarido que constituye la matriz, y la biopelicula
comienza a desplegarse en una formacion tridimensional, generando estructuras
similares a setas®®. La composicion del exopolisacarido es diferente para cada
bacteria: alginato, en P. aeruginosa; celulosa, en S. typhimurium; exopolisacéarido
rico en glucosa y galactosa en V. cholerae; poli-Nacetil- glucosamina, en S.
aureus, etc. Ademas, estudios recientes sefalan que, incluso una misma bacteria,
dependiendo de las condiciones ambientales en las que se encuentre, puede

producir diferentes exopolisacaridos*®.

Finalmente, en la tercera etapa, después de que la biopelicula ha alcanzado la
madurez, algunas células, ya sea aisladamente o en conglomerados bacterianos,
se liberan de la matriz para poder colonizar nuevas superficies, cerrando el
proceso de formacion y desarrollo. El desprendimiento puede ser resultado de
fuerzas externas 0 de procesos activos inducidos. Los tres principales
mecanismos para generar el desprendimiento son: erosion o deslizamiento
(remocion continua), separacion (remocion rapida y masiva) y abrasion (liberaciéon
por colision de particulas del liguido circundante). La separacion es menos
frecuente que la erosion, y se piensa que deriva de deplecion de nutrientes u
oxigeno al interior de la biopelicula. Se observa preferentemente en biopeliculas

voluminosas, que se han desarrollado en medioambientes ricos en nutrientes.

La separacion proporciona un mecanismo para que las bacterias migren desde
zonas densamente colonizadas a areas que podrian favorecer mejor su desarrollo,

logrando asi formar nuevos asentamientos en sitios distantes. Un ejemplo es la
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sepsis recurrente en un paciente con un catéter infectado®®*°. La forma en que se
produce la dispersion afecta, aparentemente, las caracteristicas fenotipicas de los
gérmenes. Los conglomerados desprendidos desde el biofilm conservan,
probablemente, ciertas caracteristicas de éste, como la resistencia antimicrobiana.
En cambio, las células bacterianas liberadas aisladamente pueden rdpidamente
volver a su fenotipo planctonico, tornandose nuevamente susceptibles a las

defensas del huésped y a los antimicrobianos?.

1.4 Intercambio Génico

En los dltimos afos diversos grupos de investigadores han orientado sus
esfuerzos intentando identificar los genes responsables de la transicion de los
microorganismos de biopelicula a microorganismos plancténicos, al igual que
aquellos que estan expresados Unicamente en dichas estructuras y que son
indispensables para mantener su particular orden. Las bacterias de biopelicula
poseen una expresion génica diferente respecto a sus contrapartes plancténicas,
originando bacterias fenotipicamente distintas respecto a aquéllas. Se ha
encontrado que hasta el 30% de los genes pueden expresarse de manera
diferente entre la misma bacteria desarrollada en condiciones planctonicas o en

una biopelicula®* *°.

Las biopeliculas hospedan un medioambiente muy dinamico, donde se
intercambia material genético tal como plasmidos (acido desoxirribonucleico
extracromosomico), enzimas y otras moléculas®’. Estudios recientes postulan que
la matriz de P. aeruginosa contiene acido desoxirribonucleico como constituyente
principal. Estos estudios, combinados con otros que muestran una tasa de
transferencia génica, mediada por plasmidos, enormemente incrementada entre
bacterias de biopelicula, sugieren que la redistribucion de genes entre éstas es un
proceso continuo con importantes consecuencias en su adaptacion evolutiva. Se
ha planteado que cepas bacterianas de importancia clinica unidas a plasmidos
desarrollan biopeliculas mas facilmente. Se ha observado, ademas, que cepas

portadoras de plasmidos transfieren éstos a organismos receptores, sin plasmidos
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asociados, estos mismos gérmenes producen Unicamente microcolonias de
escaso desarrollo. Debido a que los pldsmidos pueden codificar resistencia a
multiples antimicrobianos, la biopelicula proporciona también un mecanismo para

seleccion e incremento de la resistencia bacteriana a los antibiéticos?®3t,

1.5 Resistencia Bacteriana

Las biopeliculas presentan una organizacion estructural que las hace resistentes a
los mecanismos de defensa del huésped. Revestidas con SPE y conteniendo
multiples microcolonias bacterianas en su interior, se convierten en estructuras
demasiado grandes como para ser fagocitadas, reduciendo la accesibilidad del
sistema inmune a las bacterias. Por afiadidura, la biopelicula provee de una
barrera fisica que aumenta la resistencia de patdogenos a las defensas del
huésped, como opsonizacion, lisis por complemento, y fagocitosis. En rigor,
provocan respuestas inmunes celular y humoral, demostradas por la identificacion
de citoquinas liberadas por leucocitos expuestos. Sin embargo, debido a su
aislamiento del entorno por la matriz y su reducido estado metabdlico, esta
respuesta sistémica es muy pequefia. Otra ventaja, extremadamente importante
desde el punto de vista clinico, es que las bacterias en este estado son muy
resistentes a los antibioticos, siendo capaces de sobrevivir frente a
concentraciones miles de veces mayores respecto a las bacterias planctonicas.
Por ejemplo, una cepa de Klebsiella pneumoniae en estado planctonico tiene una
concentracion inhibitoria minima de 2 pug/ml a la ampicilina. Esta misma cepa, al
crecer como biofilm, exhibe 66% de sobrevida luego de terapia con 5.000 pg/ml de
ampiciling?®324941,

Para intentar explicar esta resistencia se han planteado diversas hipétesis: una de
ellas es la de penetracion lenta o incompleta del antibiético, que se debe a que la
matriz de exopolisacaridos constituye una barrera impidiendo el ingreso. Si bien
estudios in vitro muestran que algunos antibioticos logran ingresar con cierta

facilidad, debido a que no existiria una barrera genérica a su difusion a través de
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la matriz, se postula que si el antibidtico logra ser desactivado en ésta por accion
de polimeros extracelulares, puede tener tan sélo una difusion limitada dentro del
biofilm*'. Existe también la teoria de las causas metabdlicas, donde una baja
actividad metabdlica de las bacterias por limitacion de oxigeno y nutrientes puede
causar que ingresen en un estado de lentitud o cese de su mitosis, especialmente
aquéllas situadas méas profundamente, con lo cual dejan de ser susceptibles a los
antimicrobianos. Ademas, se ha descrito la formacién de nichos anaerdbicos en
zonas profundas de biofilms debido a consumo completo del oxigeno en las capas
superficiales.  Algunos  antibiéticos como los aminoglicésidos, son
comprobadamente menos eficaces contra la misma bacteria en condiciones
anaerdbicas que aerdbicas. Finalmente, una eventual acumulacion de productos
acidos puede conducir a diferencias significativas de pH entre el exterior y el

interior de la biopelicula, interfiriendo con la accién del antibiético**.

Por otro lado, la teoria de cambios genéticos, establece que la produccion de
modificaciones en la fisiologia de las bacterias y aparicion de genes especificos,
producto de cambios genéticos, potencia los mecanismos de resistencia a
multiples antibioticos. Segun diversos investigadores, esta resistencia se debe
principalmente a modificaciones fenotipicas en las bacterias, las que son de tipo
protectoras, especialmente al generar el cese de la mitosis®¥2*3° A pesar de
que existe un respaldo mayoritario a esta hipotesis, Stewart y Costerton*
expresan sus dudas al respecto, seflalando que cuando las bacterias son
dispersadas desde una biopelicula, con frecuencia se tornan rapidamente
susceptibles a antibioticos, lo que sugiere que tal resistencia no es adquirida via
mutaciones o elementos genéticamente movibles. Existe una ultima teoria, la de
formacion de esporas, ésta establece la posibilidad de génesis de una
subpoblacién de bacterias con un estado fenotipico muy especial y altamente
protegido, con una diferenciacion a esporas. Este planteamiento es apoyado por
investigaciones que muestran resistencia en biopeliculas recientemente formadas,
aun cuando estas son demasiado delgadas para constituir una barrera a la

penetracién de agentes antimicrobianos*'.
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Es preciso tener presente que los antibioticos utilizados rutinariamente en clinica
han sido seleccionados por su actividad frente a bacterias planctonicas debido a
gue los estudios de sensibilidad o antibiogramas que se realizan habitualmente
estan disefiados para medir la susceptibilidad de la bacteria crecida de dicha
forma, sin tener en cuenta que los resultados obtenidos pueden no extrapolarse a

esa misma bacteria cuando lo hace en el interior de una biopelicula.

1.6 Biopelicula en Lineas de Agua de Unidades Dentales

La presencia de biopelicula en lineas de agua de unidades dentales sirve como
una fuente continua de contaminacion, por lo que el agua suministrada por las
unidades dentales en la consulta odontolégica puede albergar un gran namero de
bacterias incluyendo microorganismos oportunistas. La unidad dental es un
elemento del equipo odontologico que consta de dos porciones basicas: el sillon
dental propiamente dicho y el Brackett, unido al resto del equipo mediante un
brazo articulado que permite su desplazamiento horizontal y vertical en el que se
encuentra la charola porta-instrumentos, la jeringa de triple funcion que provee
agua, aire o ambas durante los tratamientos dentales y las conexiones para el
equipo rotatorio que incluye tres mangueras de plastico flexible, delgadas y
tubulares llamadas lineas de agua. La primera manguera sirve para vincular la
pieza de mano de alta velocidad y debido a ello recibe el nombre de linea de agua
de alta velocidad, la segunda es usada para la pieza de mano de baja velocidad
y por ultimo la manguera propia de la jeringa triple. El flujo de agua y la presiéon de

aire que por ellas circula se controlan con el pedal o redstato®.

La linea de alta velocidad provee aire a presion y agua para hacer funcionar el
sistema rotatorio de la pieza de mano y permitir el enfriamiento de los
instrumentos rotatorios o fresas, ademas, el abastecimiento de agua también
actia como medio refrigerante protector de los Organos dentarios contra el

calentamiento provocado por la friccién de las fresas odontologicas durante los
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tratamientos dentales de rutina. El agua utilizada para este proposito puede
circular en un sistema abierto, cuya fuente de abastecimiento es un suministro de
agua municipal, o en un sistema cerrado, donde es tomada de un contenedor
independiente perteneciente a la unidad*. Barbeau® describe las lineas de agua
de las unidades dentales como un ecosistema acuatico en el que patégenos
oportunistas colonizan exitosamente superficies sintéticas aumentando la
concentracion de los agentes patégenos en el agua a niveles potencialmente

peligrosos.

En diversas publicaciones se ha descrito que los niveles de contaminacion del
agua de las unidades dentales son en promedio de 180,000 UFC/ml, destacando
gue en algunas se reportaron hasta 1,000,000 de UFC/ml, cuya comparacion con
el agua potable es superior e incluso méas elevada que la de rios y lagos***. Es
conveniente subrayar que en general, se ha demostrado que ninguna de las lineas
de agua analizadas estd a salvo de la contaminacién bacteriana®*’. Esta
situacion enfatiza el riesgo existente en odontologia. Debido a la accibn mecéanica
de la pieza de mano de alta velocidad cuyo empleo implica rotacion potente, aire a
presién y agua, ésta genera una gran cantidad de aerosoles, de tal manera, que Si
las lineas de agua de la unidad dental estan contaminadas, dicha contaminacion
pasara al area de tratamiento con el resultante riesgo laboral y para los usuarios

de los servicios estomatoldgicos que ello supone.

En los dltimos afos, el control de la calidad microbiolégica del agua en las
unidades dentales ha surgido como un tema de gran actualidad*®. La Asociacion
Dental Americana (ADA) ha trabajado en ello, publicando en 1996 a través del
Journal of the American Dental Association (JADA) el primer reglamento para las
lineas de agua en unidades dentales (DUWLs por sus siglas en ingles) en la que
se indica que la meta para el afio 2000 en la calidad del vital liquido para uso
rutinario en tratamientos dentales debe ser menor a 200 Unidades Formadoras de
Colonias por mililitro (UFC/ml) para un recuento total de bacterias aerdbicas

17,18

heterotroéficas Para alcanzar dicho objetivo se debe tener en cuenta que las
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fuentes directas de contaminacion bacteriana en estos sistemas provienen de dos
origenes: el primero, es el uso de agua proveniente del suministro potable
municipal. El segundo, se debe a un mecanismo denominado retrosuccion, que
tedricamente es un proceso de succion, activado cuando se retrae el aire a
presion proveniente de la pieza de mano de alta velocidad al dejar de ser
accionada por el pedal, trayendo consigo pequefas porciones de liquidos
intrabucales contaminados al interior de las mangueras e infectando de manera

intermitente la biopelicula®®**°*,
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CAPITULO 2: MICROORGANISMOS ENCONTRADOS EN LA BIOPELICULA
DE LINEAS DE AGUA DE UNIDADES DENTALES

En general, los microorganismos que integran la microbiota de transito del agua no
son dafinos para el hombre y solo un 30% del total de la poblacion bacteriana
presente en los sistemas de distribucion de agua se consideran patégenos
oportunistas que en condiciones normales presentan concentraciones bajas y
practicamente indetectables, sin embargo, la formacion de biopelicula en los
sistemas de conduccion de agua puede favorecer su crecimiento y aumentar sus

niveles siendo con ello potencialmente infecciosos***®*’.

Estudios realizados por la Asociacién Dental Canadiense (CDA)*, reportan el
hallazgo de concentraciones de 105 UFC/ml de P. aeruginosa y del02 a 104
UfC/ml de Legionella spp en un 24% de las muestras de agua procesadas
provenientes de unidades dentales. La proliferacion de estos microorganismos
puede verse favorecida por la presencia de amebas en la biopelicula, las cuales
son el principal hospedero de Legionella y de otras bacterias como Pseudomonas.
Se ha demostrado que la concentracién de micobacterias encontradas, incluyendo
Mycobacterium chelonei y Mycobacterium gordonae, en el agua en las unidades
dentales puede alcanzar valores 400 veces superiores a las halladas en las aguas

potables*“®.

Asi mismo, un estudio realizado en Washington, Oregén y California EE.UU.
revel6 que de 150 unidades dentales evaluadas el 72% contenian elevados
niveles de bacterias: en promedio 49x103 UFC/ml relacionadas con la jeringa triple
y 72x103UFC/ml en los instrumentos rotatorios*®. De igual forma, en la Unién
europea se llevd a cabo un estudio multicéntrico donde se mostré que las
concentraciones de gérmenes totales obtenidos a partir de muestras de agua de
los sistemas de conduccion de las unidades dentales son mas elevadas que las

encontradas en la red de distribucién de agua potable, estanques, lagos y rios*.
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En la Universidad Autbnoma de Zacatecas, México, se efectué un estudio para
determinar la calidad bacteriolégica del agua que se utiliza en sus clinicas
odontolbgicas, con ello demostraron la presencia de altas densidades de
coliformes totales y fecales considerados como indicadores de alta contaminacion
del agua, asi como E. Coli, Klebsiella pneumonia, Streptococcus ssp,
Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa a partir del agua contenida en
la unidad dental. Muchos de estos microbios se asocian regularmente a procesos
sépticos™?, razon por la cual es importante conocer los aspectos microbioldgicos

de dichos microorganismos.

2.1 Pseudomona aeruginosa

Las Pseudomonas son bacilos gramnegativos, dotados de motilidad y aerobios,
algunos de los cuales producen pigmentos hidrosolubles. Se distribuyen
ampliamente en el suelo, agua, plantas y animales. Se clasifican de acuerdo a su
RNA/DNA vy caracteristicas de cultivo, la mas importante de ellas es la
Pseudomona aeruginosa ya que es un patdégeno nosocomial importante y es el
principal patdgeno humano del género Pseudomonas. Aunque puede colonizar a
los seres humanos sin causarles ninguna enfermedad, también es un patégeno
oportunista importante y uno de los principales responsables de las infecciones

nosocomiales®®®!,

P. aeruginosa es un bacilo mévil encapsulado y aerobio obligado. Mide de 0.6 a
2um. Es gramnegativo y se le encuentra como bacteria unica, en pares y
ocasionalmente en cadenas cortas. Sus requerimientos nutricionales son minimos
y puede crecer en una gran variedad de sustratos organicos, incluso bafios maria
de laboratorios, tubos calientes, tubos intravenosos humedos y otros recipientes
gue contienen agua. Crece facilmente en muchos tipos de medios de cultivo,
produciendo un olor dulzén semejante a jugo de uva o de maiz. Algunas cepas
causan hemodlisis. Forma colonias redondas y lisas de color verde fluorescente y

con frecuencia produce un pigmento azuloso no fluorescente, piocianina, que se
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difunde y distribuye en el agar, otras cepas de P. aeruginosa producen pioverdina
gue confiere color verdoso al agar. Su identificacion generalmente se basa en la
morfologia de las colonias, positividad a oxidasa presencia de pigmentos vy
crecimiento entre 37°C y 42°C*°,

P. aeruginosa causa enfermedad ya que se adhiere al tejido de un hospedador y
lo coloniza, su pilli le ayuda a adherirse y un glucocaliz o capsula reduce la
efectividad de los mecanismos de limpieza normales del hospedador. La presencia
de lesiones en los tejidos del hospedador facilita la adherencia y colonizacion de
P. aeruginosa que produce numerosas toxinas y productos extracelulares
inductores de la invasion local y la diseminacién del microorganismo. P.
aeruginosa solo es patégena cuando se introduce en regiones desprovistas de
defensas normales, por ejemplo en mucosas y piel lesionadas por dafio

tisular’*2,

Su importancia clinica radica en que causa tanto enfermedades localizadas
(queratitis, otitis, erupciones pustulosas, neumonia, insuficiencia cardiaca
congestiva, diarrea, meningitis) como sistémicas (bacteriemia, neumonias
secundarias, infecciones articulares y 6seas, endocarditis, infecciones del sistema
nervioso central y piel) y a menudo es resistente a los antibioticos, lo que hace
complicada la eleccién del tratamiento. Ya que es un patdgeno principalmente
nosocomial que prolifera en ambientes humedos, debe prestarse especial
atencion a tinas de bafio, regaderas, tuberias de agua caliente y otras areas
hamedas. Debido a que las infecciones por Pseudomonas de dan tipicamente en
pacientes con las defensas disminuidas suele ser necesario un tratamiento
antimicrobiano agresivo: aminoglucésidos combinados con un antibidtico B-

lactamico o una quinolona®>**>2,
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2.2 Staphylococcus spp.

Los estafilococos son cocos grampositivos de 0.5 a 1.5um de diametro, con
agrupacion irregular que semejan racimos de uvas como consecuencia de su
division irregular en los tres planos del espacio. Se trata de microorganismos
inmdviles y no esporulados figurando entre los microbios mas resistentes. Toleran
bien la desecacion, el calor, las altas concentraciones salinas e incluso algunos
antisépticos. Son aerobios o anaerobios facultativos catalasa-positivos. En la
actualidad este género comprende 32 especies que se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, sobre todo en la piel, las glandulas cutaneas, las

mucosas, los tractos intestinal y genitourinario y el aparato respiratorio superior™.

Las especies mas aisladas de las infecciones humanas son Staphylococcus
aureus, S. epidermidis y S. hemoliticus. S. aureus es un patdogeno hospitalario
muy temido porque es responsable de altas tasas de morbimortalidad, puede
producir una amplia gama de infecciones tanto localizadas como diseminadas que
pueden afectar cualquier 6rgano o tejido con una gravedad variable. En los
cultivos es facil de reconocer por la produccién de un pigmento amarillo dorado

que le da el nombre a esta especie®”.

S. aureus se encuentra en la nasofaringe del 20% a 40% de las personas,
especialmente en el vestibulo nasal anterior, por su adhesion a células de la
mucosa mediante el acido teicoico. Casi todos los individuos han albergado estos
microorganismos en algin momento de su vida. Si se trata de personas con
estadias prolongadas en hospitales, como los médicos o las enfermeras estas
cifras pueden subir al 50%-70%. En odontologia se ha encontrado en infecciones
endodénticas y algunos abscesos periapicales. Este microorganismo ha sido
aislado de pacientes con osteomielitis de los maxilares, parotiditis,

manifestaciones gingivales, periodontitis y estomatitis®*>*.

Su prevencion consiste en detectar a los portadores sanos, especialmente entre

los trabajadores del area de la salud y entre las personas que se ocupan de la
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produccién de alimentos y tratarlos. Es aconsejable extremar las medidas de
higiene en grupos de riesgo o de personas susceptibles. Ademas se debe evitar el

contacto con las fuentes de infeccién y minimizar el uso de antibiéticos™.

2.3 Streptococcus spp.

Los estreptococcus son microorganismos sumamente difundidos que pueden
provocar distintas patologias como consecuencia de sus productos o por el hecho
de ser resistentes a la fagocitosis. Tienen forma esférica y estdn agrupados en
cadenas de longitud variable. Tienen un didmetro que oscila entre 0.6 y 1um. A
veces adquieren un aspecto de diploestreptococcus. Son grampositivos, no
esporulados, carecen de flagelos de modo que son inmoviles, presentan
prolongaciones extracelulares del tipo de las fimbrias y pueden tener capsula. Son
catalasa negativos, se comportan como anaerobios facultativos o estrictos y

producen &cido lactico™.

Las clasificaciones que se han realizado para estas bacterias son innumerables y
se basan en sus distintas caracteristicas, las mas actuales tienen en cuenta la
biologia molecular. Una de las clasificaciones considera la capacidad de estos
para lisar los glébulos rojos, lo que se pone de manifiesto si se siembra en placas
gue contengan agar sangre y se denominan B-hemoliticos. Otras especies dan
lugar a un halo de color verdoso debido a una hemdlisis parcial y se denominan a-
hemoliticos y por ultimo estan aquellos que no producen cambios y se denominan

gamma-hemoliticos®**3.

Los estreptococos son especies residentes de la boca que se encuentran
aumentados en la saliva de los nifios y que colonizan el tracto gastrointestinal, la
vagina y el aparato respiratorio superior. Algunas cepas son altamente patdgenas
mientras que otras se comportan como comensales. La transmisién tiene lugar por
contacto directo en forma horizontal o vertical en el momento del nacimiento. Las
enfermedades generadas por este grupo de bacterias son sumamente variadas y

pueden afectar cualquier 6rgano o tejido. Se les puede clasificar desde distintos
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puntos de vista pero lo mas usual es que se consideren dentro de dos grandes

categorias: las estreptocécicas y las posestreptocécicas .

Las enfermedades estreptocdcicas se agrupan segun el grupo de estreptococos
qgue las producen y segun su localizacion y evolucion. EI mas importante es el
estreptococo B-hemolitico del grupo A conocido como Streptococcus pyogenes
que ocasiona cuadros por invasion como la erisipela, la fiebre puerperal y la
sepsis y por accion local provoca faringitis, impétigo y glomerulonefritis. Las
enfermedades posestreptocdcicas son las que se padecen como consecuencia de
haber sufrido alguna enfermedad estreptocécica previa como la fiebre reumatica y

la glomerulonefritis®*.

Su prevencion consiste basicamente en tratar cuanto antes a las personas
afectadas y evitar el contacto con ellas. Los portadores nasales o los nifios con
infecciones cutaneas asi como aquellos con faringitis sin tratar son peligrosos

porque actlian como amplificadores o diseminadores del microorganismo®,

2.4 Escherichia coli

Las enterobacterias son un vasto grupo de bacilos gramnegativos cuyo habitat
natural es el intestino humano y animal. Se han definido mas de 25 génerosy 110
especies, sin embargo las enterobacterias clinicamente significativas comprenden
20 a 25 especies. Escherichia coli es un miembro de la flora intestinal normal y es
la mas frecuente. Es la causa mas comun de infeccion del aparato urinario y del
99% de las infecciones urinarias primarias en mujeres jovenes. Los sintomas y
signos incluyen poliuria, disuria, hematuria y piuria. Es también la causante mas

comun de diarrea en todo el mundo®.

La presencia de este microorganismo en el agua o la leche se acepta como
prueba de contaminacién fecal por aguas negras u otras fuentes. Es una bacteria

entérica oportunista que causa enfermedad cuando se introduce en pacientes
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debilitados. En hospitales u otras instituciones suele transmitirse por el personal,
instrumentos o por medicacion parenteral. Su control depende del lavado de
manos, asepsis rigurosa, esterilizacién del equipo, desinfeccién y precauciones

higiénicas estrictas™.

2.5 Candida albicans

Candida es un género de hongos unicelulares también llamados levaduras, varias
especies de este género pueden causar candidiasis. Son miembros de la flora
normal de la piel, las mucosas y el aparato gastrointestinal por lo que el riesgo de
infeccion siempre esta presente. La candidiasis es la micosis sistémica mas
comun. En cultivo crecen como levaduras ovales en gemacion formando
pseudohifas. La especie de Candida mas significativa por su importancia clinica
es Candida albicans. Sobre medios de agar producen colonias blandas de color
cremoso con olor a levadura. En el estado saprofito se encuentra en forma de
levadura, célula redondeada u ovalada de 2 a 4 micras, con paredes finas. En el
estado parasitario forma filamentos con extremos redondos de 3 a 5 micras de
diametro, de longitud variable, pues los brotes no se separan de la célula madre y
toman asi una forma cilindrica, formando una pseudomicela. La apariencia
microscopica de todas las especies de Candida es similar; todas las levaduras son
grampositivas. Microscopicamente, C. albicans presenta dimorfismo, el cual es
una transformacion de la forma ovoide de las blastosporas (levaduras) gemantes a
hifas®*>°.

Esta claramente demostrado que de las diversas especies pertenecientes al
género Candida que producen infecciones en la cavidad bucal humana, es C.
albicans la especie mas virulenta y la que se encuentra presente en la mayoria de
los casos. No obstante, otras especies del género Candida menos virulentas que
C. albicans, también pueden encontrarse implicadas en procesos infecciosos de la
cavidad bucal, entre estas: C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis, C. kefyr, C.

krusei y C. guillermondi®°.
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2.6 Legionella pneumophila

Durante el verano de 1976, se documentd una epidemia explosiva de neumonia
de etiologia desconocida entre las personas que concurrieron a una convencion
de la American legién en Philadelphia. Esta enfermedad polisistémica, que
también se asociaba con una neumonia, se designé con el nombre de enfermedad
de los legionarios. Se documentaron 182 casos en total, 29 de estos pacientes
fallecieron. A principios de enero de 1977, el Dr. Joseph McDade, de los Centers
for Disease Control (CDC), aisl6 el agente etiolégico de este trastorno. Este
descubrimiento resolvié un enigma médico importante y dio lugar a la creacion de

una nueva familia de bacterias: las legionellaceae™.

En la actualidad, se conocen 41 especies de Legionella aisladas de muestras
clinicas humanas o de fuentes ambientales. Las especies de Legionella son
bacilos Gramnegativos no formadores de esporas y estrechos (0.3 a 0.9um de
ancho) que varian entre formas cortas de 1.5um a 2 ym de largo y filamentos de
mayor longitud. Los extendidos directos de muestras clinicas generalmente
revelan formas cortas y delgadas o cocobacilos, pero la longitud es mas variable
en medios de cultivo y no es raro que se detecten formas de mas de 20um de
largo. Se tifien mas facilmente con las técnicas de Giemsa y Gram-weigter que por
la técnica de Gram en preparaciones por contacto de impronta de tejido fresco.
Son aerobias y exigentes desde el punto de vista nutricional. Estas bacterias
requieren L-Cisteina y sales de hierro para su crecimiento, sustancias que estan
presentes en el medio agar-extracto de levadura-carbén amortiguado (BCYEaq) y
no crecen en los medios de agar sangre. El desarrollo en BCYE y ausencia de
desarrollo en agar sangre es uno de los hallazgos presuntivos que mas orientan

hacia la presencia de Legionella®2,

La Legionella, no fermenta ni oxida los carbohidratos, produce acidos grasos de

cadena ramificada y la mayoria de las especies son débilmente positivas para

catalasa y peroxidasa. La prueba de hidrdlisis del hipurato de sodio, que es
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positiva para L. pneumophila y negativa para las otras especies de Legionella es

un procedimiento Util para su diferenciacion.

La enfermedad de los legionarios se observa esporadicamente en la forma de una
neumonia adquirida en la comunidad y de brotes epidémicos. Las Legionelas
también pueden provocar una variante menor de la enfermedad de los legionarios
conocida como fiebre de Pontiac. Aproximadamente el 85% de los casos de
enfermedad documentados han sido causados por L. pneumophila. La infeccion
también puede afectar areas anatoOmicas extrapulmonares, en consecuencia, el
término legionelosis se usa para abarcar tanto la enfermedad de los legionarios

como la fiebre de pontiac y el compromiso extrapulmonar>®°*.

Las diferencias en las manifestaciones clinicas de la enfermedad se presentan en

el cuadro 1°%.

Cuadro 1. Manifestaciones clinicas en dos tipos comunes de Legionelosis

Enfermedad del Legionario Fiebre de Pontiac
Mortalidad 15% - 30% 0%
Periodo de 2-10 dias 1-2 dias
incubacién
Sintomas Fiebre, escalofrios, tos, mialgia, cefalea, dolor Fiebre, escalofrios y
torécico, expectoracion, diarrea. mialgia.
Afectacién de Neumonia y derrame pleural, insuficiencia Ausente.
oérganos renal, alteraciones de la funcion hepatica,

dafio en sistema nervioso central.
Fuente: modificado de J Yvan, The Legionelosis. Med Sci. (Paris) 2012, 28: 639-645

Algunos ejemplos de manifestaciones con compromiso extrapulmonar son: casos
de bacteriemia, manifestaciones asociadas con el sistema nervioso central tales
como cefalea, letargo, confusién, estupor, ataxia, convulsiones y en menor
frecuencia coma. Otros pacientes presentan signos y sintomas focales de absceso
cerebral o encefalitis que simulan una encefalitis herpética. Las manifestaciones
extrapulmonares se asocian frecuentemente con L. pneumophila mas que con

otras especies.
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Los pacientes con Legionelosis por lo general son de mediana edad aunque
puede afectar a personas de cualquier edad, incluidos nifios. La Legionelosis debe
ser incorporada en el diagnéstico diferencial de los pacientes inmunosuprimidos
gue desarrollan un cuadro de fiebre con infiltrados pulmonares, en pacientes que
desarrollan una neumonia que no responde a las penicilinas, las cefalosporinas y
los aminoglucésidos o en cualquier paciente con una neumonia severa, sobre todo
si no existe otra causa rapidamente evidente. En los pacientes tratados con
hemodidlisis, trasplante renal y trasplante cardiaco, y en otros pacientes
quirdrgicos la enfermedad ha sido una causa importante de morbilidad y
mortalidad. Otros factores posiblemente predisponentes incluyen la diabetes
mellitus, el alcoholismo, la enfermedad pulmonar obstructiva cronica y la

enfermedad cardiovascular®?.

En el brote epidémico de Filadelfia y en otras epidemias posteriores se sugirio el
tabaquismo como factor predisponente. Otro factor es la exposicion a cepas
virulentas concentradas en el medio ambiente, asi, esta enfermedad ha sido
observada con mayor frecuencia en personas que han viajado a sitios epidémicos
tales como hoteles u hospitales con un brote hiperendémico o situados en un area
altamente endémica y en pacientes internados que han desarrollado una

neumonia durante su estancia hospitalaria.

Las especies de Legionella son ubicuas tanto en el ambiente natural como en el
ser humano, las enfermedades producidas por estas bacterias pueden adquirirse
por la exposicién a una amplia gamas de fuentes ambientales pero no se cuenta
con evidencias convincentes de contagio interpersonal. La via de transmisién mas
probable consiste en la inhalacion de microorganismos aerosolizados en el aire
atmosférico desde fuentes ambientales y posiblemente en la aspiracion de

microorganismos presentes en el agua o en material orofaringeo.

La Legionelosis ha sido documentada en diversos paises del mundo pero las

tasas de morbilidad y mortalidad asociadas con casos epidémicos y esporadicos
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son subestimadas por las estadisticas de salud publica. La mayoria de los paises
carecen de un sistema de vigilancia para rastrear la enfermedad y en los
laboratorios clinicos y microbiolégicos muchas veces pasa inadvertida debido a la
ausencia de sospecha, a la semejanza de sus manifestaciones clinicas con las de
otras neumonias bacterianas o0 a la falta de uso de métodos diagnésticos de
laboratorio adecuados. Se requieren programas de vigilancia mejor planificados
para establecer con precision la incidencia de la enfermedad de los legionarios y
de la fiebre de Pontiac®.

En general se ha estimado que L. penumophilla es la responsable del 1.5% de
todas las neumonias, pero es posible que esta afirmacion sea una simplificacion
excesiva del problema. En las epidemias, las tasas de ataque a la poblacidon
expuesta han llegado hasta el 30%. La incidencia de fiebre de Pontiac en la
poblacién general se desconoce. Es probable que en aquellos casos que no
corresponden a un brote epidémico la fiebre de Pontiac casi siempre pase

inadvertida como entidad diagnéstica especifica®.

En cuanto a la presencia de L. pneumophila en habitats naturales, ésta fue aislada
por primera vez del ambiente natural por George K. Morris y col., en los CDC.
Como parte integral de un estudio acerca de una importante epidemia de
enfermedad de los legionarios asociada con viajeros que visitaron el memorial
building del campus de la Universidad de Indiana en Bloomington Indiana, L.
pneumophila se aisl6 de un arroyo y del suelo de las orillas del rio. Desde
entonces este microorganismo se ha aislado de habitats acuéaticos con
temperaturas que oscilan entre los 5.7°C y los 63°C, aparentemente su
concentracion es mayor en agua caliente. Se sabe con certeza que la Legionella
€S un microorganismo ubicuo en los sistemas acuaticos creados por el hombre y
se encuentran con frecuencia en torres de agua refrigerante, agua corriente, agua
de duchas, tanques de agua caliente, juntas de goma y el interior de las cafierias

de los sistemas de agua potable domiciliarias™.
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CAPITULO 3: METODOS DE CONTROL DE BIOPELICULA EN LAS LINEAS DE
AGUA DE UNIDADES DENTALES

3.1 Control de Infecciones en Odontologia

Teniendo en cuenta que la salud resulta de una gran cantidad de factores
complejos y dindmicos conocidos en conjunto como proceso salud-enfermedad, la
atencion en las areas médico-biolégicas se debe basar en el manejo adecuado y
en la prevencion de éste, permitiendo asi disminuir la incidencia y prevalencia de
las enfermedades mas frecuentes, en consecuencia, las normas que se han
establecido para la prevencion de la enfermedad son una estrategia de accion

muy efectiva para mejorar y/o conservar el estado de salud de los individuos>*.

El control de infecciones en ciencias de la salud, esta destinado a proteger tanto a
los pacientes como al equipo de salud, evitando contaminacion cruzada o de
posible adquisicion por parte de los operadores y también impidiendo que en los
pacientes con enfermedades sistémicas se instalen nuevas patologias, es por eso,
gue en la practica odontologica esto es imprescindible para proporcionar un
ambiente clinico seguro que elimine o reduzca el riesgo de transmision de
enfermedades. La modificacion a la Norma Oficial Mexicana 013 (NOM 013-SSA2-
2006), para la prevencion y control de enfermedades bucales, establece puntos
especificos acerca de como realizar de forma segura la practica odontoldgica a
través de procedimientos encaminados a proteger a los pacientes, profesionales
de la salud bucal, personal auxiliar, técnico dental e indirectamente a las personas

con las que todos ellos interacttian®®>°.

Debido a la existencia de un potencial riesgo de transmitir o de contraer
enfermedades infecciosas durante la practica clinica del cirujano dentista,
organizaciones internacionales como los CDCs (Centers for Disease Control and
Prevention), la OSAP (Office Safety and Asepsis Procedures), la ADA (American
Dental Association) y la FDA (Food and Drug Administration), entre otras, se han

preocupado por elaborar recomendaciones, reglamentos y normas, definidas
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como “Precauciones Universales” para el control de infeccién en el ambiente de la
salud, las cuales exigen la implementacion de cautelas con la sangre, saliva y
fluidos corporales de todos los pacientes, debido a que no todas las personas
infectadas pueden ser identificadas por su historia clinica, examen fisico, o test de
laboratorio entonces dichos fluidos deben ser siempre considerados, sin

excepcion, como potencialmente infecciosos®’2°.

En general, tras la entrada de microorganismos en el cuerpo, hay tres factores
basicos que determinan si llegara a desarrollarse o no una enfermedad infecciosa:
la virulencia, la dosis de microorganismos y la resistencia del huésped. Entonces
podemos deducir que la salud se vera favorecida por una baja virulencia, una baja
dosis de microorganismos y una elevada resistencia. Debido a que es dificil actuar
sobre la virulencia y la resistencia, el objetivo del control de infecciones es eliminar
o reducir la dosis de microorganismos que pueden transmitirse entre individuos o
entre éstos y las areas contaminadas logrando asi que cuanto mas reducida sea la
cantidad de microorganismos, mejores posibilidades habra de prevenir la

transmision de la enfermedad®*°®,

Los principales mecanismos de transmision de enfermedad son: contacto directo,
exposicion a superficies ambientales, instrumentos médicos o0 aerosoles
contaminados. En el area odontoldgica todos estos mecanismos existen de
manera potencial y para todos ellos existen medidas de seguridad, sin embargo en
cuanto a la transmisién de enfermedades por aerosoles aun falta mejorar los
medios y métodos para controlar su efecto®*®. La aerosolizacién es un proceso
en el cual las particulas generadas por fuerzas mecanicas permanecen
suspendidas en el aire durante largo tiempo y pueden infectar cuando las
personas las respiran, un aspecto importante acerca del potencial de transmision
de las enfermedades en la consulta odontoldgica es que existe la posibilidad de
estar en contacto con individuos que son portadores asintomaticos de diversos

patégenos presentes en los liquidos orales®.
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La ADA en su reunion anual de 1999 reporto que la evaluacién de la calidad del
agua es primordial debido a que la literatura cientifica ha sugerido que todas las
unidades dentales estdn altamente contaminadas. La FDA por su parte, ha
declarado una lista de productos que tratan de mejorar la calidad del agua de las
unidades dentales los cuales pueden dividirse en 4 categorias: sistemas
independientes de agua, protocolos de tratamiento quimico intermitente o

continuo, uso de filtros y uso de agua estéril*"°.

En la actualidad se ha implementado en la mayoria de las unidades dentales el
sistema independiente de agua, que no utiliza abastecimiento proveniente del
sistema potable propio de cada comunidad, sin embargo, dichos aditamentos por
si mismos no pueden mejorar la calidad del agua ya que para eliminar la
biopelicula adherida se necesita de un procedimiento quimico o mecéanico, por lo
gue una gran variedad de productos antimicrobianos han sido valorados para su
control. Monarca y col. evaluaron la efectividad de los métodos de
descontaminacion quimica utilizando diferentes desinfectantes: acido paracético,
peroxido de hidrégeno, sales de plata, cloramina T, glutaraldehido T4 y métodos
de descontaminacion fisica utilizando membranas sintéticas para la filtracion de
agua. Entre los desinfectantes utilizados para el mantenimiento de la calidad del
agua solamente glutaraldehido T4 fue capaz de reducir la contaminacion
bacteriana por debajo del limite sugerido por la ADA. El sistema de filtro de

membrana no tuvo eficacia considerable®’.

|57 |58

Kettering y col®’, Shepherd y col®®, asi como Fhien y Larsen® realizaron estudios
donde evaluaron muestras de agua para determinar si diversos desinfectantes,
entre ellos la clorhexidina, afectan a la presencia de organismos microbianos en el
agua de la unidad dental, donde se demostré que la descontaminacién del agua
es posible utilizando clorhexidina seguida por el riego con agua estéril. Ademas
fueron evaluadas las sustancias Sterilex Ultra y Sanosil en la reduccién de las
cargas bacterianas a niveles seguros, teniendo como resultado que el agua

analizada de las unidades dio un promedio de concentracion aerdbica de 184
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UFC / ml, inferior a lo establecido por la ADA, sin embargo, la concentracion
correspondiente al agua de salida de la pieza de mano de alta velocidad fue
considerablemente mayor: 4300 UFC / mI®% 343,

1.%% valoraron los métodos de control de la calidad

Por otra parte, Linger y co
microbiologica del agua y de la presencia de biopelicula en la unidad dental
mediante el uso de cinco desinfectantes quimicos. Sesenta y nueve unidades
dentales, con un sistema de agua de circuito cerrado se utilizaron para comparar
los niveles microbianos en lineas de agua que fueron tratadas con Listerine, Bio
2000, Rembrandt, Dentosept, fluoruro de sodio, y agua destilada estéril como
control durante un periodo de 6-semanas. Para todas las unidades, las lineas de
agua se llenaron con solucién, se dej6 durante la noche, y se enjuago
posteriormente durante 30 segundos con agua destilada estéril a la mafana
siguiente antes del tratamiento de pacientes. Los resultados de este estudio
mostraron que, incluso en un sistema de agua de circuito cerrado, el agua
destilada sola no puede reducir la contaminacién microbiana de tratamiento dental,
no obstante, el agua tratada con 5 antimicrobianos, hizo cumplir la meta de
reduccion microbiana ya que la biopelicula al parecer, se redujo en volumen,
aunque no fue eliminada del todo. En otro analisis, Kettering y col. mostraron que
el agua del grifo con el toque cloro no mejoro la calidad de la misma, aunque la
combinacion de tratamiento intermitente y continuo con hipoclorito de sodio diluido
puede ser Gtil®’.

En nuestro pais, la NOM-013-SSA-2006 para la prevencion y control de las
enfermedades bucales, indica que tedricamente existe la posibilidad de transmitir
ciertas infecciones a través de los aerosoles producidos por la pieza de mano de
alta velocidad, por lo que es obligatoria su desinfeccién con soluciones de alto
nivel biocida. Ademas menciona que a partir del 1o. de enero del afio 2000 es
forzosa la esterilizacion de la pieza de mano o la utilizacién de piezas de mano
desechables e indica que se debe purgar su manguera y la de la jeringa triple 3

minutos al inicio y término del dia y 30 segundos entre cada paciente®. Sin
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embargo la OSAP en sus postulados referentes al control de la biopelicula alerta
que la purga de las lineas de agua por varios minutos antes de iniciar el
tratamiento dental, sin tratamientos adicionales para remover o suprimir la
contaminacién microbiana, debe ser usada s6lo como una medida interina hasta
que métodos mas efectivos puedan ser aplicados®, debido a ello, se sugiere la
adicion de alguna sustancia que coadyuve controlando la contaminacion por

retrosuccion®.

3.2 Antisépticos y Desinfectantes

Los antisépticos son biocidas o sustancias quimicas que se aplican sobre los
tejidos vivos, con la finalidad de destruir o inhibir el crecimiento de
microorganismos patdgenos. No tienen actividad selectiva ya que eliminan todo
tipo de gérmenes. A altas concentraciones pueden ser toxicos para los tejidos
Vivos. Son sustancias de uso estrictamente externo y deben responder a un doble
criterio de eficacia e inocuidad. Su objetivo debe ser eliminar o destruir los
microorganismos presentes en la piel sin alterar las estructuras®®.

Terapéuticamente hablando, el papel de los antisépticos es el de coadyuvar con
los medios naturales de defensa de la piel en el control de los microorganismos
patdégenos responsables de las infecciones cutaneas primitivas. Algunos
antisépticos se aplican sobre la piel intacta o membranas mucosas, quemaduras,
laceraciones o heridas abiertas para prevenir la sepsis al debridar o excluir los
microorganismos de estas areas. La mayoria de los antisépticos no son
convenientes para aplicarlos en heridas abiertas, debido a que pueden impedir la
curacion por sus efectos citotoxicos directos sobre los queratinocitos y
fibroblastos. El espectro de accion, tiempo de inicio de activacion, tiempo de
actividad, efecto residual, toxicidad, capacidad de penetracion y posibles
materiales que inactivan a los antisépticos pueden variar de un producto a

otro®%2,
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Por otro lado, un desinfectante, es un agente quimico que se aplica sobre
superficies o materiales inertes o inanimados, para destruir los microorganismos y
prevenir las infecciones. Los desinfectantes también se pueden utilizar para
desinfectar la piel y otros tejidos antes de la cirugia, aunque no tienen actividad

selectiva y su eleccién debe tener en cuenta los posibles patdgenos a eliminar®.

3.2.1 Mecanismos de Accion de los Antisépticos y Desinfectantes

Se han realizado considerables progresos en el conocimiento de los mecanismos
de accién antibacterianos de los antisépticos y desinfectantes. En contraste,
existen escasos estudios sobre el mecanismo de accion de los antisépticos contra
los hongos, virus y parasitos. Cualquiera que sea el tipo de células microbianas,
es probable que exista una secuencia comin de eventos. Esta puede ser
evidenciada como una interaccion del antiséptico o desinfectante con la superficie
de la membrana celular del microorganismo, seguida de la penetracion dentro de
la célula y luego su accion sobre un blanco, alterando las funciones normales del
microorganismo. La cantidad absorbida aumenta con el incremento de la
concentracion del antiséptico. El sitio mas importante de absorcion es la
membrana citoplasmatica. La composicion y naturaleza de la superficie celular
también puede alterase como resultado de los cambios en el medio ambiente®°3,

En general, el mecanismo de accion de los antisépticos y desinfectantes depende
de tres acciones béasicas: Capacidad de coagular y precipitar proteinas, capacidad
para alterar las caracteristicas de permeabilidad celular y toxicidad o
envenenamiento de los sistemas enzimaticos de las bacterias, que a su vez
dependen del grupo quimico. Estos pueden producir la muerte o inhibicién celular
de las bacterias por oxidacion, hidrdlisis o inactivacion de enzimas, con pérdida de
los constituyentes celulares. Los desinfectantes actian como desnaturalizantes o
precipitantes de proteinas. Inhiben enzimas y causan muerte celular. Son mas
potentes, mas rapidos y termoestables que los antisépticos. Algunos son mas

toxicos®.
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Un antiséptico-desinfectante ideal debe cumplir con los siguientes atributos para
su eleccion: (cuadro 2)%*

Cuadro 2. Caracteristicas de un antiséptico-desinfectante ideal

Antiséptico Desinfectante

Amplio espectro de actividad Germicida de amplio espectro

Bajo costo Bajo costo
Inocuo para tejidos vivos No corrosivo, no altera objetos
No toxico Baja toxicidad

Rapidez y eficacia en materia organica
Efecto acumulativo y residual

Baja capacidad de generar resistencia

No irritante ni sensibilizante

No tefiir los tejidos
No poseer olor desagradable

Amplia accion
Disponibilidad

No generar resistencia
No soluble en agua

Estabilidad conveniente

Compatible quimicamente con otras sustancias

Sin olor desagradable

Fuente: Lio PA, Kaye ET. Topical antibacterial agents. Infect Dis Clin N Am 2004; 18:717-33

La clasificacién de los antisépticos y desinfectantes se resume en el cuadro 3%

Cuadro 3: Clasificaciéon de los antisépticos y desinfectantes segln su grupo quimico

Grupo quimico
Alcoholes

Aldehidos

Anilidas
Biguanidas

Bisfenoles

Diamidinas
Fenoles-cresoles
Halofenoles

Agentes liberadores de
alégenos

Metales pesados

Peroxigenos
Compuestos de amonio

cuaternario
Colorantes

Clase
Etanol, isopropanol

Glutaraldehido, formaldehido

Triclocarban
Clorhexidina, alexidina,
biguanidas poliméricas

Triclosan, hexaclorofeno

Propamida, dibromopropamida
Fenol, cresol
Cloroxilenol.

Compuestos de cloro y de
yodo
Compuestos de plata, cobre,
mercurio y zinc

Peréxido de hidrégeno, acido

paracetico, permanganato de

potasio, ozono
Cloruro de benzalconio,
citramida
Acridinas, trifenilmetanos

Usos
Antisepsis, desinfeccion,
preservacion.
Desinfeccion, esterilizacion,
preservacion
Antisepsis
Antisepsis, preservacion,
desinfeccion.
Antisepsis, desodorante,
preservacion.
Antisepsis, preservante.
Desinfeccion, preservacion.
Antisepsis, preservacion.
Desinfeccion, antisepsia,
blanqueador.
Preservacion, antisépsis,
desinfeccion.
Desinfeccion, esterilizacion

Desinfeccion, preservacion,
antisepsis, blanqueador
Antisepsis

Fuente: Lio PA, Kaye ET. Topical antibacterial agents. Infect Dis Clin N Am 2004

; 18:717-33
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Para efectos del presente trabajo de investigacién, se hablara especificamente de
la Clorhexidina, perteneciente al grupo de las biguanidas y de la plata coloidal,
perteneciente al grupo de los metales pesados.

3.3 Biguanidas

Las biguanidas son principios activos que poseen un amplio espectro de actividad
antibacteriana, pero su accion como fungicida y virucida es bastante limitada. Se
incluyen en este grupo la clorhexidina, alexidina y las biguanidas poliméricas.
Estos compuestos funcionan a un pH determinado, entre 5y 7 para la clorhexidina
y alexidina y entre 5 y 10 en el caso de las biguanidas poliméricas. Todos son

incompatibles con los detergentes aniénicos y los compuestos inorganicos®>.
3.3.1 Clorhexidina

Es el representante mas caracteristico de las biguanidas, es, junto con el fluoruro,
el agente preventivo mas investigado en odontologia. Se desarroll6 en Inglaterra
en la década de 1940, donde surgié como resultado de la busqueda de un agente
antiviral pero se encontr6 que este elemento no poseia esa capacidad y se
descubrié que es un excelente agente antimicrobiano, por lo que inicialmente fue
comercializado como antiséptico para heridas en la piel y posteriormente se utilizé
en urologia, cirugia, ginecologia, obstetricia, y como sustancia de uso pre
quirdrgico para el personal médico y para el paciente. A inicios de 1970 comenzo
a utilizarse en odontologia como enjuague bucal, agente antiplaca y para prevenir

la gingivitis®®.

Constituye uno de los tres antisépticos quirdrgicos mas importantes y es el
antiséptico bucal qgue mas se usa actualmente, debido en particular a su eficacia y
amplio espectro de actividad, su sustantibilidad para la piel y baja irritacién. La
clorhexidina es insoluble en agua, pero el gluconato de clorhexidina es muy
soluble en agua y alcohol, por lo que es en la practica el producto mas utilizado.
Su estabilidad es buena a temperatura ambiente y a un pH comprendido entre 5y

8, pero muy inestable en solucion. Necesita ser protegido de la luz y con el calor
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se descompone en cloroanilina, ademdas, en presencia de materia orgénica se
67,68

inactiva facilmente
El sitio de accion primario de la clorhexidina es la membrana citoplasmatica,
dando como resultado la modificacion en la permeabilidad, debido a la interaccién
electrostatica con los fosfolipidos acidos. Se ha demostrado que la absorcién por
difusion pasiva a través de las membranas es extraordinariamente rapida tanto en
las bacterias como en las levaduras, consiguiéndose un efecto maximo en 20
segundos. A bajas concentraciones produce una alteracion de la permeabilidad
osmética de la membrana y una inhibicibn de las enzimas del espacio
periplasmatico. A concentraciones altas origina la precipitacion de las proteinas y

acidos nucleicos®.

La clorhexidina posee amplio espectro de accion siendo bactericida sobre
bacterias Grampositivas y Gramnegativas. Las micobacterias son altamente
resistentes aunque puede tener una accién bacteriostatica sobre ellas y tiene poco
efecto sobre las esporas de bacterias en germinacién, pero inhibe su crecimiento.
Es activa frente a levaduras y mohos y su actividad antiviral es variable, pero
incluye VIH, herpes simple, citomegalovirus e influenza. No actuando sobre virus

sin cubierta como rotavirus y poliovirus®’.

Las ventajas que justifican el empleo de la clorhexidina son la accion germicida
rdpida y su duracién prolongada, gracias a que ésta sustancia tiene gran
adhesividad a la piel y buen indice terapéutico. Se usa a diferentes
concentraciones: en antisepsia de la piel se emplea en solucion acuosa al 4% con
base detergente para el lavado corporal prequirdrgico del paciente y lavado de las
manos prequirargico, en solucién acuosa al 5% para antisepsia del campo
quirdrgico, sobre heridas a la concentracion de 0,1% o 0,5% en solucién acuosa.

Ademas se puede emplear en ginecologia y quemaduras®.

La clorhexidina tiene los siguientes beneficios: Accion bactericida rapida, actividad

residual duradera entre seis y ocho horas, reduccién rapida del nimero de
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bacterias de la piel, efecto antiséptico prolongado, amplio espectro de actividad,
ayudando con ello a prevenir la contaminacion cruzada. Provee un efecto residual
con el cual se previene el crecimiento microbiano por 29 horas, es incompatible
con jabones, yodo y fenoles y no debe mezclarse con otros antisépticos, ya que
puede precipitarse. Se han descrito escasos efectos adversos, tales como
dermatitis de contacto o de irritacion de la piel y mucosas, fotosensibilidad,
urticaria, reacciones anafilacticas, desoérdenes del gusto, coloracion de la lengua y
los dientes, ototoxicidad, conjuntivitis y dafio de la cornea. No se han descrito

evidencias de carcinogénesis®.

3.4 Derivados de Metales Pesados

Durante muchos afos, los metales pesados (mercurio, plata, cobre y zinc) se han
utilizado como bactericidas, si bien algunos soélo tienen efecto bacteriostatico, hoy
en dia estan siendo sustituidos por otros agentes quimicos que tienen una accion
mas completa frente a los microorganismos y que presentan menos toxicidad. Los
principales derivados son las sales de mercurio: timerosal y merbromin; las sales
de plata: nitrato de plata, sulfadiazina de plata; los compuestos de cobre y los
compuestos de zinc. El mecanismo de accién de estos compuestos consiste en
precipitar las proteinas e inhibir los grupos sulfidrilos de las células de tejidos y
bacterias. La materia organica y el suero disminuyen la efectividad de los

antisépticos de este grupo.
3.4.1Compuestos de Plata

Los compuestos de plata se han usado ampliamente desde hace mucho tiempo
como agentes antimicrobianos, principalmente en el tratamiento de las
guemaduras. La sulfadiazina de plata y el nitrato de plata son los mas
ampliamente usados en medicina como antisépticos. El mecanismo de accién de
la plata esta estrechamente relacionado a la interaccion de sus iones con grupos

sulfidrilo (-SH), y esta actividad antimicrobiana va a depender de la acumulacion
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intracelular de bajas concentraciones de iones plata, que interactian con las
enzimas, proteinas y acidos nucleicos produciendo cambios estructurales en la
pared celular bacteriana, membranas y acidos nucleicos afectando su viabilidad.
Los compuestos de plata tienen accion bactericida, principalmente sobre bacterias
grampositivas y menor frente a bacterias gramnegativas. Son especialmente
activos frente a Estafilococos y Pseudomonas. Ademas, han mostrado buena
actividad fungicida y virucida®®"°.

Algunos estudios reportan que los compuestos de plata pueden actuar, ademas,
promoviendo la curacién de las heridas, reduciendo su inflamacién y las fases de
granulacion. Los usos meédicos de la plata son muy variados y se pueden
presentar en una variedad de formas: sales solubles, soluciones coloidales,
cremas de nitrato de plata, en forma de barras o lapices y en vendas para cubrir
heridas. Las sales de nitrato de plata (AgNO3) son potentes germicidas a una
concentracion del 1%. En su accion local antiséptica, la Ag precipita las proteinas
del protoplasma bacteriano. Por su accion coagulante de las proteinas puede ser
irritante, astringente o caustico, segun su concentracion. La solucion de AgNO3 al
1:1000 de uso oftdlmico se utiliza para la prevencién de la oftalmia del recién
nacido, debida por lo general a Neisseria gonorrhoeae adquirida en el paso por el
canal del parto. El Argirol es un compuesto de plata, usado como antiséptico para
los ojos, oidos, nariz y garganta. Hasta hace poco era comun emplear el lapiz o
barra de nitrato de plata para eliminar verrugas o granulomas exuberantes de
heridas. En fisuras, ulceraciones mucosas, heridas térpidas que no cicatrizan,
puede usarse nitrato de plata al 10% y aun al 20% aplicado cada 3 a 7 dias
mediante un hisopo impregnado en la solucion. En la actualidad se usan otras

drogas no irritantes como los antibiéticos tépicos, con igual o mejor eficacia’.

Recientemente, las nanoparticulas de plata se han utilizado como una herramienta
molecular y un método para la entrega de farmacos. Numerosos estudios han
reportado el uso de nanoparticulas de plata como un agente antimicrobiano, esto
incluye el informe de Kim Kuk et al., gue documentaron el efecto antimicrobiano de

nanoparticulas de plata en levaduras, E. coli y S. aureus. Otros investigadores
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mostraron un efecto similar en Bacillus megaterium, Proteus vulgaris y Shigella

sonnei’.

3.4.2 Plata Coloidal

La plata coloidal es un coloide formado de pequefias particulas de plata metélica
cargadas eléctricamente y unidas a proteinas, cuyo uso es exclusivamente como
biocida en México. La plata fue usada como un germicida efectivo desde el afio
1900 cuando fue un importante apoyo en el tratamiento médico y la tecnologia de
hoy la ha hecho aun superior. El pH de la plata coloidal debe de ser de 6.5y el
rango de seguridad de su concentracion debe de ser de 3 a 5 partes por millon.
Mayor concentracion no significa mayor efectividad. El término coloide se refiere a
una sustancia que consiste en particulas ultra finas dentro del rango de 0.005 a

0.015 micrones de diametro.

La presencia de plata coloidal cerca de un virus, un hongo, una bacteria o
cualquier otro microbio patdogeno unicelular, incapacita a su enzima del
metabolismo del oxigeno por lo que en unos pocos minutos el microbio patdégeno
se sofoca y muere y luego es eliminado del cuerpo por los sistemas inmunolégico
y linfatico. Contrario a los antibioticos farmacéuticos que destruyen las enzimas
benéficas, la plata coloidal deja a estas enzimas celulares y tisulares intactas, ya
gue son radicalmente diferentes de las enzimas de la vida primitiva unicelular, de
esta manera, la plata coloidal es absolutamente segura para los humanos, las

plantas, los reptiles y todos los seres vivientes pluricelulares”?.

En 1914 fueron publicados algunos resultados respecto a la plata coloidal, donde
Crooks” demostré que ésta es altamente germicida y al mismo tiempo no téxica
para los humanos, ademas se comprob6 que es util contra todas las especies de
hongos, bacterias, protozoarios, parasitos y ciertos virus. Las soluciones de plata
coloidal son efectivas contra los Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus,
Neisseria gonorrhea, Garnerella vaginalis, Salmonella typhi y otros microbios

patdégenos entéricos. También se ha encontrado que la plata coloidal es un
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fungicida contra la C. albicans, C. globata y M. furfur. Las cepas resistentes a la
plata coloidal no se desarrollan como lo hacen con los antibioticos. Ademas se ha
descubierto que los iones de plata promueven el crecimiento 6seo y matan a las

bacterias circunvecinas’>"4.
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Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El control de infecciones en la practica odontoldégica es imprescindible para
proporcionar un ambiente clinico seguro que elimine o reduzca el riesgo de
contaminacion, ya sea entre pacientes y/o entre el cirujano dentista y el paciente.
El riesgo de infeccion y de contaminacién se encuentra en todos los individuos
tratados en el consultorio dental, por lo que sin excepcidn estos son considerados
como potencialmente infecciosos. En la préactica clinica estomatolégica diaria es
primordial la utilizacién de agua para los diversos procedimientos dentales que
involucran el uso de la pieza de mano de alta velocidad asi como de la jeringa
triple, varios estudios han reportado el alto potencial de dispersion de agentes

infecciosos en aerosol y por salpicaduras durante el tratamiento dental.

Al respecto, varias organizaciones, entre ellas la ADA y la OSAP, preocupadas
por esta situacion implementaron una serie de posturas y declaraciones en las que
se invita a la comunidad odontolégica a seguir las medidas pertinentes que
mejoren la calidad del agua empleada durante el tratamiento dental y alientan a
los fabricantes de equipos dentales para que promuevan acciones que mejoren
y mantengan la calidad de la misma'’*®?°. Por esta razén, se han efectuado
nuevas formas de control bacteriologico como: reservorios independientes de
agua, dispositivos de conteo automatizados, y tecnologia de microfiltracién. Sin
embargo estos sistemas tienen inconvenientes y resultan caros y poco eficaces ya
gue se tiene establecido que una de las fuentes por la que los microorganismos
contaminan las unidades dentales y el suministro de agua, son los fluidos orales
aspirados por la pieza de mano, proceso conocido como retrosuccion. Esta accion
mecéanica se ha tratado de minimizar mediante la colocacion de vélvulas
antiretrosuccion, pese a ello, hay evidencias de que estas son insuficientes para el
control de la acumulacién bacteriana adherida a las paredes de las tuberias de la
unidad dental, por lo que este sistema llamado biopelicula puede promover el

arrastre de los microorganismos localizados en la parte mas externa de su capa
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mucoide por el flujo de agua de la pieza de mano de alta velocidad y la jeringa

triple y contaminar asi el ambiente clinico®®.

Acerca de esta problematica, la NOM-013-SSA sefiala que: “Tedéricamente existe
la posibilidad de transmitir ciertas infecciones a través de la pieza de mano, por lo
que es obligatoria su desinfeccion con soluciones de alto nivel biocida y su purga
entre paciente y paciente. A partir del 10. de enero del afio 2000 sera obligatoria la
esterilizacion de la pieza de mano o utilizar piezas de mano desechables.”, asi
como “Se deben purgar las mangueras de la pieza de mano vy jeringa triple, tres
minutos al inicio y término del dia y 30 segundos entre cada paciente”, sin
embargo, la OSAP puntualiza que la efectividad de la purga mecanica sola para
controlar la contaminacion microbiana en el agua de la unidad dental no esta bien
sustentada por la literatura cientifica y que aunque la purga puede reducir
temporalmente el nimero de microorganismos suspendidos en las lineas de agua

dental, no hay un efecto predecible sobre las biopeliculas adherentes*?.

Con estos antecedentes, es preciso pensar en la adicion de un antimicrobiano en
el agua de la unidad dental que junto con el arrastre mecanico producido por la
purga, en teoria proporcionaria una disminucion del recuento total de bacterias
existentes en este sistema. Al respecto, en el area odontolégica se encuentra
ampliamente estudiada la clorhexidina en el control de biopelicula dental, por lo
gue es una opcion viable en el control de biopelicula de lineas de agua; por otro
lado, se encuentra el uso comun de plata coloidal como desinfectante de agua sin
riesgos para la salud de los seres humanos, y no utilizado en ésta area de la
odontologia, por lo que surge la pregunta de investigacion: ¢Es superior la
eficacia de la plata coloidal en comparacién con el gluconato de clorhexidina en el
control de biopelicula de lineas de agua de alta velocidad, de las unidades
dentales de la facultad de odontologia de la UAEM; 20137
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IV JUSTIFICACION

La préactica dental esta asociada con un alto riesgo de infeccion para los pacientes
y para los trabajadores involucrados en dicho proceso ya que estan expuestos a
una gran variedad de microorganismos que infectan y colonizan la cavidad oral y
el tracto respiratorio, las principales fuentes de infeccion son las lineas de agua
por la presencia de biopeliculas, aerosoles microbianos y superficies de contacto
clinicos. Las biopeliculas proporcionan un refugio para la supervivencia y
persistencia de patdgenos oportunistas por lo que aumenta el riesgo de
contaminacion cruzada, a pesar de que la mayoria de estos microorganismos no
son patégenos en individuos sanos, pueden ser de gran importancia en pacientes
con enfermedades sistémicas y pueden ser causa de morbilidad en pacientes
inmunodeprimidos®.

1. se detectaron abscesos en la cavidad

En un estudio realizado por Martin y co
bucal de pacientes inmunocomprometidos debido a la presencia de Pseudomona
aeruginosa en el sistema de agua de unidades dentales, ademas es importante
resaltar la evidencia que indica la prevalencia de anticuerpos contra Legionella
pneumophila en el 50% del personal que trabaja en clinicas dentales con respecto
a un 5% en la poblacion normal debido a la alta exposicion al agua que genera la
practica dental diaria. De igual forma Pankhurst y col.>® determinaron que la
prevalencia de asma en los dentistas esta relacionada con exposicién ocupacional

a endotoxinas generadas por los aerosoles contaminados.

Por ello, es deber del odontélogo y del personal relacionado con esta area de la
salud tomar las medidas necesarias para proveer una practica clinica segura para
todos los involucrados, ademas debe saber que en la consulta odontoldgica diaria,
particular o publica, los pacientes seran considerados como potencialmente
infecciosos segun la NOM 013 de la SSA que reporta que el riesgo de infeccidon
entre pacientes y entre paciente - odont6élogo estd ampliamente documentado y

gue una de las principales fuentes de contaminacion en el area estomatolégica es
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el uso de la pieza de mano de alta velocidad, ya que su accibn mecanica ademas
de proveer agua en forma de spray con la evidente diseminacion de
microorganismos que ello conlleva, promueve el retorno de fluidos bucales al
sistema de lineas de agua de la misma proporcionando asi una contaminacion
continua de la biopelicula presente de manera normal en todos los sistemas
acuaticos y ain mas en mangueras como las de las unidades dentales, de calibre
pequefo y continuamente humedas, ademas con el antecedente que describe a la
purga de las lineas de agua como poco eficaz para el control del problema ya
descrito, asi como el hecho del complicado uso de desinfectantes potentes como
el cloro que no puede ser usado diariamente en la atencion de pacientes y que su
uso continuo dafaria las unidades dentales, es necesario establecer un método
efectivo para controlar y/o eliminar dicha biopelicula, esta accion es
evidentemente primordial para proporcionar una practica odontolégica segura,
tanto para el paciente como para el odontologo y el personal involucrado en la
atencion dental®.

Por todo lo anterior, podemos concluir que el conocimiento de la eficacia de
adicionar un antimicrobiano como la plata coloidal, de facil acceso y de muy bajo
costo permitird establecer medidas higiénicas pertinentes, faciles y econémicas
en el manejo del agua que se usa en la pieza de mano de alta velocidad con lo
gue se ayudara a proteger la salud del paciente, la del odontélogo y mejorar asi la
calidad del medio ambiente en el que se desenvuelve el personal de atencion

bucodental .
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V OBJETIVOS

General

Evaluar la eficacia antimicrobiana de la plata coloidal para el control de la
formacion de biopelicula de las lineas de agua de alta velocidad de las unidades
dentales de la Facultad de Odontologia en comparacion con gluconato de

clorhexidina.

Especificos

1.- Cuantificar la cantidad de UFC (Unidades formadoras de colonias) de la
biopelicula tratada Unicamente con purga y agua filtrada.

2.- Cuantificar la cantidad de UFC (Unidades formadoras de colonias) de la
biopelicula tratada con plata coloidal.

3.- Cuantificar la cantidad de UFC (Unidades formadoras de colonias) de la
biopelicula tratada con gluconato de clorhexidina

4.- Comparar la cuantificacion de UFC (Unidades formadoras de colonias) de la
biopelicula entre los 3 grupos de tratamiento.

5.- Demostrar la presencia de microorganismos patdgenos en la biopelicula, que

pongan en riesgo la salud de los pacientes y del odontologo.
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VI HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo
La eficacia antimicrobiana de la plata coloidal en el control de biopelicula de

lineas de agua de alta velocidad es superior comparada con el gluconato de

clorhexidina.

Hipotesis Nula

La eficacia antimicrobiana de la plata coloidal en el control de biopelicula de

lineas de agua de alta velocidad no es superior a la del gluconato de clorhexidina.
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VIl METODOS Y MATERIALES

Tipo de estudio: experimental, prospectivo, comparativo.

Poblacién y wuniverso: Unidades dentales de las clinicas de atencion

odontolégica de la Facultad de Odontologia de la UAEM.

Muestra: 35 unidades dentales de la Facultad de Odontologia de la UAEM.

Estimacién del tamafio de la muestra y tipo de muestreo: por conveniencia

Criterios:

Inclusion:

Unidades dentales de la Clinica N° 2 de Licenciatura

Unidades dentales de posgrado en Odontopediatria

Unidades dentales de posgrado en Endodoncia

Unidades dentales con sistema cerrado de agua

Unidades dentales donde fuera primordial el uso de la pieza de alta
velocidad.

Unidades dentales colocadas recientemente para su uso, es decir un

tiempo menor a seis meses de trabajo en clinica.

Exclusion:

Unidades dentales que no pertenecieran a clinicas de posgrado ni a la
clinica N° 2 de licenciatura.

Unidades dentales con sistema abierto de agua.

Unidades dentales donde no fuera primordial el uso de la pieza de mano de
alta velocidad.

Unidades dentales cuyo uso superara el tiempo establecido anteriormente.
Unidades dentales que no fueran frecuentemente utilizadas para la

atencion diaria a pacientes.

Eliminacion

Unidades dentales que presentaran fallas mecénicas que no permitieran su

uso durante el proceso.

Pagina |46



EFICACIA ANTIMICROBIANA DE LA PLATA COLOIDAL EN COMPARACION CON GLUCONATO DE CLORHEXIDINA PARA EL
CONTROL DE BIOPELICULA DE UNIDADES DENTALES, 2013

e Unidades dentales que dejaran de ser utlizadas definitivamente en la

atencion a pacientes durante el estudio

Variables

Dependientes: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml), tipo de

microorganismos.

Independientes: Uso de agua filtrada, uso de clorhexidina, uso de plata coloidal.

Operacionalizacion de Variables

VARIABLES
DEPENDIENTES

DEFINICION
CONCEPTUAL

DEFINICION
OPERACIONAL

TIPO DE VARIABLE ESCALA DE

MEDICION

UNIDAD DE MEDICION

Cantidad de UFC/ml

Tipo de microorganismos

VARIABLES

INDEPENDIENTES

Agua filtrada

Gluconato de Clorhexidina

Plata coloidal

Numero de

colonias
provenientes de
biopelicula que se forma
en el lumen de las
tuberias, adherido a sus
paredes, a partir de
microorganismos

suspendidos en el

medio acuoso .
Clase de organismo
unicelular de tamafio
microscépico presente en

biopelicula.

DEFINICION
CONCEPTUAL

Agua potable que se ha
sometido a procesos de
filtracion para  poder
lograr altos estandares de

calidad para su consumo.

Agente antimicrobiano de
amplio espectro, baja
toxicidad y gran afinidad
de adhesién a la piel y
mucosas. Pertenece al
grupo de las bisguanidas,
posee efecto
bacteriostatico y
bactericida de acuerdo a
su concentracion.

Coloide

pequefias particulas de

formado de

plata metdlica cargadas
eléctricamente en forma
de &tomos y unidas a
proteinas (grenetina
albimina), se usa como

un potente germicida.

Numero de bacterias o

Unidades Formadoras de
(UFC) por
unidad de medida; gramo
(gr) si
sélida o por mililitro (ml)

Colonias

la muestra es

si es liquida.

Género y especie de

bacterias 'y levaduras

presentes en biopelicula.

DEFINICION
OPERACIONAL

obtenida

Agua
directamente de los
filtros de la facultad de
odontologia de la UAEM.

Concentracion de
Clorhexidina para efecto
bacteriostatico :

0.12%.
(cantidad de ml referidos

Clorhexidina al

a 100 ml de solucién)

plata coloidal al 0.38%

Discreta De razén Conteo aerébico en

Cuantitativa placa (CAP): cémputo

Dependiente del numero total de
colonias desarrolladas
a una temperatura de
incubaciéon de 35 +/-
0.5 °C en un periodo de
24 hrs

Nominal

Cualitativa Forma, tamafio y color

Dependiente de las colonias en agar

nutritivo. Forma,

tamafio y Gram al
microscopio.

TIPO DE VARIABLE ESCALA DE

MEDICION

UNIDAD DE MEDICION

Continua De razén
Cuantitativa

Independiente

Continua De razén ml
Cuantitativa

Independiente

Continua De razén Mmi

Cuantitativa
Independiente
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Material

e 35 Unidades dentales con sistema cerrado de agua de la facultad de
odontologia de la UAEM.

e 105 botellas de plastico para unidades dentales.

e 168 Metros de manguera para pieza de alta velocidad de plastico suave,
doble entrada, marca nacional.

e 10 galones de 5 litros de Gluconato de Clorhexidina al 0.12%.

e 8 botes de 20ml de Plata coloidal al 0.38% Marca comercial.

e 9 recipientes de plastico con llave para agua.

e 3 CronOmetros de precision marca Taylor 5816M.

e 33 paquetes de placas de agar BCYE para Legionella.

e 1 paquetes de 500grs de agar nutritivo

e 1 paquetes de 500grs de Caldo nutritivo

e 5 paquetes de 150 cajas petri desechables sin division de 100x15mm

e 31 paquetes de 10 tubos de ensayo

e 7 paquetes de 100 aplicadores de madera con algodén estéril

e 11 paquetes de 10 Bolsas recolectoras de orina para nifio.

e 35 Tijeras para cirugia estériles

e 1 Kit para tincién de Gram

e 2 cajas de Porta-objetos

e Plasma para prueba de coagulasa

e Peroxido de hidrogeno al 30%

e Agua destilada.
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Metodologia

Fueron seleccionadas tres clinicas de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Autonoma del Estado de México, correspondientes a la préactica
clinica de endodoncia, odontopediatria y operatoria dental. Todas ellas con
unidades dentales de reciente adquisicion (menor a seis meses), que utilizan de
manera diaria la pieza de mano de alta velocidad y que no fueron sometidas a
ningan tratamiento de desinfeccion antes del estudio. De dichas clinicas fue
tomada una muestra aleatoria de 35 unidades dentales (Adec, Oregon) destinadas

a la atencion diaria de pacientes por los alumnos de la institucion.

Fuente: directa

Se realizé un estudio de tipo experimental, de disefio cruzado, por lo que cada
unidad dental recibi6 los tres tratamientos a estudiar, cada uno con una duracién
de cuatro semanas. Para evitar el efecto de acarreo, al finalizar y comenzar una
nueva intervencion se colocaron botellas de abastecimiento de agua y mangueras
nuevas. Y para controlar el efecto de posicién se aleatorizdé la secuencia de
tratamientos y se cegd a los alumnos asignados a cada una de las unidades

dentales.
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Primera fase

En las botellas de abastecimiento
independiente de agua de las unidades
dentales se colocé diariamente agua
filtrada, proveniente de los
purificadores de la facultad y se realizd
la purga de las lineas de agua 3
minutos cronometrados antes del inicio
de las actividades clinicas, 30
segundos entre cada paciente y 3

minutos al final de las mismas.

Fuente: directa

Fuente: directa

Segunda fase

El segundo cuatro

periodo de

semanas consisti6 en colocar de

manera diaria agua filtrada
adicionada con una gota de plata
0.38%

Tavistock Holding AG) como lo marca

coloidal  al (Microdyn,

el fabricante y se realizo la purga de

las mangueras de la manera ya

descrita en la primera fase.
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Tercera fase

Para llevar a cabo el tercer periodo
de cuatro semanas, fue colocada
en las botellas de abastecimiento
una mezcla de 250ml de agua
filtrada y 250ml de gluconato de
clorhexidina (Paroex, Gum), al
0.12% aunado a la purga diaria de
las mangueras de la forma ya

descrita.

Fuente: directa

Recoleccion de las muestras

Al finalizar cada tratamiento, las mangueras de alta velocidad fueron retiradas de
las unidades dentales, se aseptizaron de manera externa con toallas humedas
Sanitex plus, se seccionaron con tijeras para cirugia estériles en tres porciones: un
fragmento anterior unido a la pieza de alta velocidad, uno de la parte media de la
manguera y uno posterior correspondiente a la unién con la unidad dental, todos
ellos de una pulgada de longitud. Posteriormente fueron llevados, en bolsas

estériles individuales y etiquetadas, al laboratorio.

Fuente: directa
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Andlisis microbioldgico

En un medio aséptico los segmentos ya
referidos fueron incididos de manera
longitudinal con bisturi estéril n°11 para
lograr acceder al lumen del conducto,
una vez abierta la manguera se tomo
una muestra de biopelicula mediante

frote con hisopo estéril.

Fuente: directa

Los hisopos fueron inmediatamente inoculados en tubos de ensayo debidamente
etiquetados, que contenian caldo nutritivo y se llevaron a incubar por 24hrs a
37°C. Posterior a ello, se sembré 1ml del caldo cultivado, en placas de agar
nutritivo para el conteo general de UFC/ml, dichas placas se llevaron a incubar a
una temperatura de 37°C por un periodo de 24hrs, una vez transcurrido el periodo
de incubacion se contabilizaron las UFC/ml resultantes y se identificaron colonias

tipicas.

Fuente: directa

Para la identificacion microscépica, a las colonias tipicas se les realiz6 tincién de
Gram y pruebas bioquimicas de catalasa, coagulasa e indol. Para la prueba de
catalasa se utiliz6 peréxido de hidrogeno al 3% y se observd la formacion de
burbujas, la aparicién rapida y sostenida de ellas constituyé una reaccion positiva.
La prueba de coagulasa consistié en aplicar plasma buscando aglutinacién en la
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suspension de prueba, se consider6é una reaccion positiva si dentro de los 10 a 15
segundos posteriores a la mezcla se observaba dicho efecto. En cuanto a la
prueba de indol, se coloc6 mediante asa estéril en papel filtro una muestra de la
colonia sospechosa de Escherichia coli a la cual se le agregé reactivo de Kovacs
por 1 minuto, la aparicion de un anillo de color fucsia alrededor de la muestra se

considerd una reaccion positiva para dicho microorganismo.

Para la deteccion especifica de Legionella pneumophila, se tomé una muestra de
las colonias aisladas y se sembré en un medio selectivo: Agar BCYEa. Dichas
cajas fueron incubadas a 37°C por un periodo de 3 a 10 dias con revision diaria.
Posterior a ello, los cultivos obtenidos se sembraron en agar sangre para
corroborar la presencia de Legionella pneumophila (Brock, et al., 2003). Las
colonias sospechosas de levaduras se cultivaron en Agar dextrosa Sabouraud
para determinar la presencia de Candida albicans.

Fuente: directa
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Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos recabados fue hecho a través del paquete
estadistico SPSS version 21. Se obtuvieron medidas de estadistica descriptiva:
valores minimos, maximos, media y desviacion estandar de las UFC/ml. Se
compararon las medias obtenidas de los tratamientos con clorhexidina y con plata
coloidal en relacibn con las medias obtenidas con el tratamiento basal
correspondiente al uso exclusivo de agua filtrada mediante el test de Bonferroni,
asi como el andlisis de la varianza (ANOVA) de las UFC/ml en relacién con las
tres clinicas seleccionadas (endodoncia, odontopediatria y operatoria dental).
También fue determinada la frecuencia de los microorganismos encontrados

después de la aplicacién de cada uno de los tratamientos.
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Abstract

Purpose: The purpose of the present study was to evaluate the antimicrobial efficacy of
colloidal silver for biofilm control in high-speed waterlines of dental units.

Materials and methods: This was a cross-over experimental study analyzing 35 high-speed
waterlines using three treatments, filtered water, chlorhexidine gluconate and colloidal
silver, for four weeks each in succession. The colony-forming units per millimeter (CFU/ml)
were counted, and the microorganisms present were determined. ANOVA and
Bonferroni’s test were applied for the statistical analysis.

Results: The differences in the CFU/ml were significant between the following pairs:
colloidal silver and filtered water (p<0.01), chlorhexidine and filtered water (p<0.01) and
colloidal silver and chlorhexidine (p<0.01). Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Legionella pneumophila and Candida albicans were identified.

Conclusions: Colloidal silver decreased the microbial count to under 45 CFU/ml and
attained the total elimination of opportunistic pathogens. Our results may provide solid
data on the use of an effective, non-toxic, widely available antimicrobial agent to improve
the quality of the dental clinic environment.
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Introduction

The World Health Organization (WHO) reported in 2006 that approximately 1.8
million deaths around the world were due to unsafe water and lack of sanitation and
hygiene. Approximately 99.8% of these deaths take place in developing countries (WHO,
2007), and biofilms are responsible for more than 60% of the microbial infections (APHA,
2005). Thus, the present study focused on controlling this natural phenomenon, as it is a
potential risk of infection, especially for medically compromised and
immunocompromised patients.

Dental unit waterlines are an optimal environment for biofilm formation. In fact,
several studies (Barbeau, et al., 1997; Uzel, et al., 2008; Pasquarella, et al., 2012) have
reported that high concentrations of bacteria such as Pseudomonas aeruginosa, Legionella
pneumophila or even enterobacteria are responsible for respiratory and digestive tract
infections. This observation is important given that water is essential in the use of high-
speed handpieces and for dental surface cooling after a dental treatment, which involves
a high potential of dispersion of aerosol infectious agents.

To control this source of contamination, several guidelines have been developed
around the world. The most accepted are the proposals of the American Dental
Association (ADA) and the Centers for Disease Control and Prevention (CDC), which
suggest a standard regulation of less than 200 colony-forming units per milliliter (CFU/ml)
in the dental unit water (ADA, 1999), . This consideration can be achieved both with
control of the microorganisms found in the water phase and with biofilm monitoring, so it
is a worthwhile to follow the initiative of the Organization for Safety, Asepsis and
Prevention (OSAP), which emphasizes waterline flushing as a mechanical mean for biofilm
control. However, OSAP also states that adding an antimicrobial should also be
considered, which together with the effect of flushing would theoretically provide a
decrease in the total bacterial count (OSAP, 2000).

Chlorhexidine is the most studied antimicrobial in dentistry; this molecule has been
tested as an option to disinfect dental unit waterlines (Epstein, et al., 2002; Walker, et al.,
2003, Decoret, et al., 2005; Andersen, et al., 2007) and can thus be considered an
alternative for biofilm control. It is expensive, however, so its daily and continuous use is
unrealistic. On the other hand, there are other options that have not been used for
treating dental unit waterlines but that have been studied in eradicating biofilms from the
waterlines of the International Space Station (Wong, et al., 2010) or in water purification
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for human consumption after a natural disaster (WHO, 2005). One such option is colloidal
silver, whose variants and efficacy have been reported by several studies that have
documented its antibacterial properties and low toxicity (Feng, et al., 2005; Han, et al.,
2008; Lee et. al., 2010).

This study focused on evaluating the antimicrobial efficacy of colloidal silver on the
control of biofilm formation in high-speed dental unit waterlines, compared to the effects
of chlorhexidine gluconate and filtered water. We aimed to provide one more step to be
able to reach a method that would ensure bacterial sanitation in the water outlet from
high-speed dental handpieces, to protect the health of the patient and the dentist and
improve the environment in which dental care personnel operate.

Materials and methods

Three dental clinics from a higher-education institution, working in the respective
areas of endodontics, pediatric dentistry and operative dentistry, were selected, from
which a random sample of 35 dental units was taken (Adec, Oregon, U.S.A.). All of the
sampled units, with a time of use of less than 6 months, used the high-speed handpiece
daily and did not undergo any disinfection treatment prior to the study.

A cross-over experimental study was performed in which each unit was treated with
filtered water, colloidal silver (0.38% (Microdyn, Tavistock Holding AG,Switzerland)) or
chlorhexidine gluconate (0.12% (Paroex, Gum, Sant Just Desvern, Barcelona)). Each
treatment lasted four weeks in succession. To avoid a carry-over effect, new water supply
bottles and hoses were placed at the end and the beginning of each new intervention. To
control for any position effect, the sequence of treatments was randomized, and the
allocation of students to each dental unit was blindfolded.

First phase

Filtered water from the Dental School supplying purifiers was placed in the bottles
of the dental unit daily. The waterlines were flushed for 3 minutes before beginning the
clinical activities, 30 seconds between each patient and 3 minutes at the end of the work
day.
Second phase

The second four-week phase consisted of placing daily filtered water with one drop
of 0.38% colloidal silver (Microdyn, Tavistock Holding AG, Switzerland) as indicated by the
manufacturer and flushing the hoses as described in the first phase.

Third phase
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To conduct the third four-week phase, 250 ml of filtered water and 250 ml of
0.12% chlorhexidine gluconate were placed in the water supply bottles (Paroex, Gum, Sant
Just Desvern, Barcelona). Hoses were flushed daily as above.

Sample collection

At the end of each phase, the high-speed handpiece hoses were removed from the
dental units and sectioned into the following three segments: an anterior segment
connected to the high-speed handpiece, a middle segment of the hose and a posterior
segment corresponding to the attachment of the dental unit, all one inch in length. The
segments were transported in individual sterilized and labeled bags to the laboratory.

Microbiological analysis

In a sterile environment, the referred segments were longitudinally cut with a #11
sterile surgical blade securing access to the ductal lumen. Once the hose was open, a
sample of the biofilm was taken by scrubbing with a sterile swab prior rinse with normal
saline solution for removing planktonic. Swabs were then immediately inoculated into test
tubes with normal saline solution to take three dilutions and get less than 300CFU/ml
growths. The 0.1mLt solution was taken and placed for general count of CFU/ml. Plates
were incubated at 37°C for 24 hours and direct total CFU/ml count was performed (Uzel,
et al., 2008).

Similary, 1ml was placed on nutrient broth for isolation and subsequent
identification of bacteria at 37°C for 24hours. 0.1ml was then placed to grow on nutrient
agar plates and incubated in the same way. After this period, a sample of isolated
colonies was taken and they were grown secondarily on BCYEa agar plates for specific
detection of Legionella pneumophila. (incubated at 37°C for 3 to 10 days with a daily
follow-up).Agar cultures were subsequently grow on blood agar in order to reconfirm the
presence of Legionella pneumophila. Suspicious yeast colonies were grown in Sbouraud
dextrose agar to determine the presence of Candida albicans (Brock, et al., 2003).

The typical bacterial colonies were identified by performing Gram stains and
observed with a microscope. Catalase, coagulase and indole biochemical tests were
performed.

Statistical analysis

The collected data were analyzed using SPSS version 21. Descriptive statistics were
obtained, and analysis of variance (ANOVA) was performed with a posterior paired
comparison with the Bonferroni test. A second ANOVA was applied to compare the
CFU/ml of the three selected clinics. The frequency of microorganisms was determined.
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Results

The total of 35 sampled high-speed waterlines included 12 waterlines from the
graduate program clinic of endodontics, 12 from the graduate program clinic of pediatric
dentistry and 11 from the undergraduate operative dentistry clinic. Each procedure was
evaluated after four weeks of use.

The first phase, using filtered water and flushing, showed means higher than 800
CFU/ml in the three analyzed portions (Table 1). When treating with colloidal silver,
means less than 45 CFU/ml were detected (Table 1), with maximum values on one dental
unit and minimum values on 26 dental units. By treating with chlorhexidine gluconate,
means under 450 CFU/ml were obtained (Table 1), showing minimum values in seven
dental units and maximum values in one dental unit.

In the hoses treated with filtered water, the identified microorganisms were, in
order of frequency, Streptococcus spp., Legionella pneumophila, Staphylococcus spp.,
Lactobacillus spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (Figure 1) and Candida
albicans (not shown).

With the use of chlorhexidine gluconate, Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa were eliminated, as was Candida albicans, but Legionella pneumophila
maintained a frequency comparable to that of the treatment with filtered water. A
marked reduction, greater than the reduction observed with colloidal silver, in the
frequency of Streptococcus spp. was also observed. Chlorhexidine gluconate reduced
Staphylococcus spp. and Lactobacillus spp. to similar degrees as did the treatment with
silver (Figure II).

The elimination of opportunistic pathogens such as Legionella pneumophila,
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa was achieved with the treatment with
colloidal silver. Streptococcus spp., Staphylococcus spp. and Lactobacillus spp. decreased
in number (Figure Ill).

To determine the mean differences in bacterial sanitation by the treatments,
ANOVA was performed. A Bonferroni test was then performed to compare the means in
pairs. We detected significantly different results between colloidal silver and filtered
water (p<0.01), chlorhexidine and filtered water (p<0.01) and colloidal silver and
chlorhexidine (p< 0.01) (Table 2). The ANOVA of the mean CFU/ml among the three
chosen clinics showed no statistically significant differences (not shown).
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Discussion

The above findings uncovered a major, complex microbiological community
colonizing high-speed dental unit waterlines. Consequently, the sole use of filtered water
and flushing is a deficient technique for biofilm control. At the beginning of this study, we
expected filtered water to reduce the number of colonies compared with publications that
analyzed the use of a public water supply, such as Singh and Walker (Singh, et al., 2003;
Walker, et al., 2006).. However, our data are similar to theirs, showing that the quality of
water that supplies dental units is only one of the factors that requires modification to
decrease the levels of pathogenic microorganisms present in the biofilms. Accordingly, a
possible mechanical process of suction and return of patients’ saliva should also be
controlled.

It is important to note that nosocomial bacteria from the oral cavity (Streptococcus
spp., Lactobacillus spp.), from the respiratory tract (Staphylococcus spp., Legionella
pneumophila), from the digestive tract and indicators of fecal contamination (Escherichia
coli) and yeasts (Candida albicans), as well as fungi that we did not specifically identify,
were observed. The presence of this mix of microorganisms emphasizes the need for a
controlled retro-suction and the possibility of cross-infection between successive patients.
This possibility must be thoroughly investigated because dental patients do not report
symptoms of gastrointestinal or respiratory infections because they do not associate them
with contaminated water from dental unit exposure. In these cases, the data are
insufficient to consider these events public health problems. For this reason, the addition
of an antimicrobial to the independent water reservoirs should be considered a necessary
and viable option.

Comparing with the exclusive use of filtered water, this proved tobe effective for
reducing the amount of CFU/ml in 99% of the dental units bellows 45CFU/ml, which may
help achieve the provisions by the ADA. . Although colloidal silver has not been used in
the field of dentistry, there is evidence of its efficacy in similar fields. Nawaz et al. (2013),
in a study of rainwater disinfection, reported the bactericidal capacity of colloidal silver, as
they obtained counts under 45 CFU/ml. Results from other studies (Feng, et al., 2000;
Silvestry-Rodriguez, et al., 2007) concur with the results of this study showing the special
efficacy of colloidal silver in the elimination of opportunistic pathogens.

In an experimental study that lasted ten years, Stout et al. (2012) showed that
silver ionization eradicated Legionella pneumophila in 100% of the pipes of hospitals
where Legionnaires’ disease was frequent. Similarly, the present study achieved total
elimination with colloidal silver.
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Regarding the use of chlorhexidine gluconate, (Shel, et al., 2006) evaluated a
disinfectant with 0.12% clorhexidina, obtaining a decrease by more than 99% of the
biofilm present in waterlines analyzed, contrasting with this review where continuous use
did not reduce levels of colonies compared to that obtained by using colloidal silver and
filter water. Therefore, we agree with the results obtained by Walker et al (Walker, et al.,
2003) where in a laboratory model, using only clorhexidina disinfectants we achieved a
53% decrease of biofilm coverage.

The substance did not eliminate important opportunistic pathogens such as
Legionella pneumophila; rather, it showed selective elimination of Streptococcus spp.,
which could have been due to several factors. The most likely explanation is the inherent
properties of chlorhexidine, which reduce its antimicrobial capacity when in contact with
organic material and light. Additionally, the students performing the clinical work in the
studied dental units reported foam formation with chlorhexidine gluconate use, which
prevented adequate visibility of the working area, made suction difficult and occasionally
caused the patients to report taste discomfort.

In this study, other microorganisms identified in previous studies, such as
Mycobacterium spp., amoebas and protozoans (Singh, et al., 2003; Walker, et al., 2006;
Feng, et al., 2000), were not observed, which suggests that their presence results from the
time of use of the waterlines. We should emphasize that this project lasted only four
weeks per phase. It may be that a higher number of microorganisms and a greater
diversity of species from more mature microbial communities can arise after longer use of
waterlines, indicating the need for longer-term studies.

In sum, we recommend that dental units be developed with waterlines elaborated
with materials that inhibit the production and establishment of biofilms on a long-term
basis, and dental offices and clinics should purchase these technologies when updating
their infrastructure. However, on a short-term basis, the use of efficient disinfectants is
required to promote the compliance with guidelines and reduce the risk of infection.

We conclude that the results obtained in this study can provide solid data on the
use of colloidal silver as a highly available, non-toxic and efficient antimicrobial to achieve
inhibition of biofilm in the waterlines of dental units. There by contributing to improve
guality of the dental unit water output this would enhance the dental clinic environment.

Since the study only assessed the biofilm, we suggest further studies to evaluate
colloidal silver as a way to improve water output to comply with ADA and CDCs provision.
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Table 1. Descriptive statistics on the colony-forming units per milliliter observed in

the high-speed waterlines for each segment of the hose under each treatment

Treatment Segment N Minimum Maximum Mean Standard
of the hose deviation
Filtered water Anterior 35 425 1120 936 177
Middle 35 450 1100 986 101
Posterior 35 400 1015 897 213
Colloidal Anterior 35 0 220 30 64
silver Middle 35 0 250 45 78
Posterior 35 0 210 31 62
Chlorhexidine Anterior 35 0 900 270 311
gluconate Middle 35 0 1050 317 351
Posterior 35 1 1200 456 404

Table 2. Bonferroni test for the comparison of mean colony-forming units per milliliter

Segment of Pair of treatments Mean Standard t Bilateral
the hose difference deviation significance
Filtered water 905 173.62 30.8 P<0.01**
Colloidal silver
Anterior Filtered water 665 363.63 10.8 P<0.01**
Chlorhexidine gluconate
Colloidal silver -240 323.95 -4.3 P<0.01**
Chlorhexidine gluconate
Filtered water 941 121.87 45.6 P<0.01**
Colloidal silver
Middle Filtered water 669 355.80 11.1 P<0.01**
Chlorhexidine gluconate
Colloidal silver -272 366.81 -4.3 P<0.01**
Chlorhexidine gluconate
Filtered water 866 207.11 24.7 P<0.01**
Colloidal silver
Posterior Filtered water 441 460.19 5.67 P<0.01*
Chlorhexidine gluconate
Colloidal silver -425 404.25 -6.2 P<0.01**
Chlorhexidine gluconate
**p<0.01
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Figure I: Percentage of contaminated dental units and microorganisms identified in the
high-speed waterlines using filtered water. 2013

Figure II: Percentage of contaminated dental units and microorganisms identified in the
high-speed waterlines using chlorhexidine gluconate. 2013

Figure lll: Percentage of contaminated dental units and microorganisms identified in the
high-speed waterlines using colloidal silver. 2013
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Resumen

Antecedentes: Los sistemas de agua, incluidas las unidades dentales, son sitios
propicios para el establecimiento de biopeliculas que pueden estar colonizadas
por microorganismos patégenos oportunistas tan importantes como Legionella
pneumophila, bacteria causante de enfermedades pulmonares graves.

Objetivo: determinar por primera vez la presencia de Legionella pneumophila en
los sistemas de agua de la Facultad de Odontologia de la UAEM.

Materiales y métodos: estudio observacional, transversal, para el cual fueron
recolectadas 120 muestras de agua de la Facultad de Odontologia de la UAEM,
incluyendo lineas de agua de unidades dentales, filtros y llaves de abastecimiento
publico. Se cultivaron en agar BCYEa con L-cisteina y confirmacion en agar
sangre, se contaron UFC/ml y se aplico una prueba de ANOVA y test de
Bonferroni con el paquete SPSS 21 para su analisis estadistico.

Resultados: el 100% de las muestras tuvo crecimiento en agar BCYEa y ausencia
en agar sangre. Hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en todas
las evaluaciones.

Conclusiones: se propone un monitoreo semestral para realizar correcciones
oportunas que eviten el aumento de la bacteria y la consecuente produccion de
enfermedad.

Palabras clave: Legionella pneumophila, biopelicula, unidades dentales

Abstract

Background: The water systems, including dental units, are favorable to the
establishment of biofilm that may be colonized by opportunistic pathogens such as
Legionella pneumophila, bacteria which produces severe lung diseases.

Objective: To determine for the first time the presence of Legionella pneumophila
in water systems in the Faculty of Dentistry at the UAEM .

Material and methods: Observational, cross study, for which they were collected
120 samples water from the Faculty of Dentistry, UAEM , including water lines of
dental units, filters and faucets public supply. Were grown on agar BCYEa with L-
cysteine and confirmation on blood agar. CFU/ml were counted and an ANOVA
test and Bonferroni test were applied using SPSS 21 package for statistical
analysis.
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Results: 100% of the samples had growth on BCYEa agar and absence on blood
agar. There were statistically significant differences (p < 0.05) in all assessments.

Conclusions: biannual monitoring is proposed for appropriate corrections to avoid
increasing the bacteria and the consequent production of disease.

Keywords: Legionella pneumophila biofilm, dental units

INTRODUCCION

En odontologia, el uso de instrumentos rotatorios y jeringa triple produce
aerosoles que pueden ser fuente de infeccion y tanto el equipo de atencion dental
como los pacientes estan expuestos a ellos, de acuerdo con la Asociacion Dental
Americana (ADA), los sistemas de agua de la unidad dental son sitios propicios
para el establecimiento de biopeliculas colonizadas por microorganismos que se
encuentran comunmente en el agua potable, incluyendo especies de Legionella.
La Legionella, es una bacteria perteneciente a la familia Legionellaceae que
incluye 42 especies que habitan normalmente el suelo y el agua. L. pneumophila
es la mas importante de ellas, este microorganismo tolera el cloro y por ello
sobrevive a los procedimientos de tratamiento del agua. El método estandar para
una deteccion adecuada se basa en el cultivo de los especimenes en agar
extracto de levadura y carbon amortiguado (pH 6,9) enriquecido con L-cisteina,
hierro y a-cetoglutarato (BCYEa) por un periodo de 3 a 7 dias (1,2).

La mayoria de las infecciones causadas por L. pneumophila, se deben a la
inhalacion de organismos dispersados, la bacteria penetra en las vias respiratorias
superiores cuando se aspira el liqguido que la contiene o se inhala un aerosol
contaminado, de ahi su importancia en odontologia. Si el cuerpo no la elimina,
llega a los pulmones donde se multiplica causando alguna de dos tipos de
infecciones: Legionellosis o enfermedad del legionario caracterizada por una
neumonia lobular atipica grave con sintomas polisistémicos, con una tasa de
muerte entre el 5% y el 30%, y fiebre de Pontiac, enfermedad parecida a la
influenza que cursa con fiebre, dolor muscular, mareos y afectacion general del
organismo. Los factores que determinan en qué forma se presentara la
enfermedad no se conocen, aunque probablemente el estado del huésped influye
en ello. (3)

Aproximadamente 1000 casos de Legionellosis se reportan anualmente a los
Centers for Disease Control and Prevention (CDC), pero se estima que mas de
25,000 casos de esta enfermedad ocurren cada afio en el mundo, causando mas
de 4,000 muertes. En México el sistema de vigilancia epidemioldgica publicé en
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2005 el reporte de dos casos con diagnostico clinico de neumonia por Legionella,
sin pruebas de laboratorio confirmatorias y ninguno por aislamiento del agente
causal, estos fueron del Estado de México y Guerrero. Pero hasta el momento, no
ha sido notificado ningun brote ni la bacteria ha sido aislada de ningdn caso de
neumonia, sin embargo, de acuerdo a este sistema, es necesario investigar su
presencia en nuestro pais para iniciar las medidas que permitan controlar su
aparicion (4,5)

Por tanto, siendo los sistemas de agua de las unidades dentales y de agua
potable, reservorios aptos para la proliferacion de Legionella, el presente trabajo
de investigacion se centr6 en determinar por primera vez, la presencia de
Legionella pneumophila en los sistemas de agua de la facultad de odontologia de
la Universidad Autonoma del Estado de México, con ello se proveera de un
panorama mas amplio de la presencia de dicho microorganismo para implementar
estrategias de control y prevencion de posibles contagios.

METODOLOGIA

Se realiz6 un estudio de tipo observacional, transversal, donde se
seleccionaron cuatro clinicas odontolégicas de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Autonoma del Estado de México (clinicas 1, 3, 4 Y 5), de ellas fueron
tomadas 120 muestras de agua: 48 provenientes de las lineas de agua de alta
velocidad de las unidades dentales, 48 de las llaves de agua de los lavabos y 24
de los filtros que abastecen a dichas clinicas. Fueron recolectadas en bolsas
plasticas estériles 5ml de agua proveniente de cada una de las fuentes, las
muestras se mantuvieron en frio para ser transportadas y sembradas en menos de
dos horas en un medio aséptico, por la misma persona. Las muestras fueron
filtradas para eliminar posibles sedimentos provenientes de las mangueras y
tuberias y posterior a ello, se tom6 0.1ml y se sembrd por difusion en placas de
agar Buffered Charcoal Yast Extract alfa adicionado con L. Cisteina (BCYEa). Se
incubaron a 37°C por un periodo de 3 a 10 dias con revision diaria para observar
el crecimiento de las colonias.

Una vez transcurrido el periodo de incubacion y después de la observacion de las
colonias caracteristicas de Legionella se realizé la confirmacion de 5 colonias
tipicas de cada placa sembrandolas en Agar sangre. Se consideraron como
Legionella colonias que pueden crecer en Agar BCYE, pero que no crecen en
Agar sangre. Una vez verificados los crecimientos, se contaron las Unidades
Formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) y se les realizé tincion de Gram para
observar morfologia microscépica y comprobar el Gram negativo propio de
Legionella, modificando el protocolo tradicional al aumentar el tiempo de la
fucsina, de 30 seg a 1min.
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Para los resultados se realiz6 el calculo de estadisticos descriptivos y
comparacién de medias mediante una prueba de ANOVA y posterior test de
Bonferroni de las UFC/ml y se obtuvieron frecuencias de la presencia de dicho
microorganismo mediante el paquete estadistico SPSS version 21.

RESULTADOS

De las 120 muestras de agua, el 100% tuvo crecimiento en agar BCYEa
con L Cisteina y ausencia del mismo en agar sangre. Los cultivos presentaron las
caracteristicas morfolégicas propias de Legionella: colonias puntiformes de hasta
3 a 4mm, brillantes, convexas, circulares y con margen entero (Figura | ). Al
observarlas al microscopio presentaron estructuras de tipo “vidrio esmerilado”. A
traves de la tincion de Gram, se observaron bacilos Gramnegativos largos y finos
(Figura 1)

En cuanto al conteo de Unidades Formadoras de colonias por mililitro, el valor
minimo encontrado fue de 19UFC/mI, proveniente de la linea de agua de alta
velocidad de la clinica namero tres, el valor maximo encontrado fue de
1000UFC/ml distribuidos en las lineas de agua y las llaves. (Tabla 1)

A través de una prueba de analisis de la varianza (ANOVA), se determind que
habia diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las clinicas,
las llaves y los filtros, por lo que se aplico un test de Bonferroni para comparacion
por pares, resultando muy significativa la diferencia entre el nimero de Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro encontradas en las clinicas en comparacion
con las llaves asi como en aquellas encontradas en llaves, en comparacién con
los filtros (tabla 2).

DISCUSION

La presencia de especies de Legionella, en especifico de Legionella pneumophila
se encuentra ampliamente documentada en paises europeos e incluso en Estados
Unidos de Norteamérica, sin embargo en Sudameérica y en especial en México, no
existen reportes concretos de la incidencia y prevalencia de dicho microorganismo,
por lo que el objetivo de este estudio fue determinar la presencia de Legionella
pneumophila en los sistemas de agua de la facultad de Odontologia de la UAEM
mediante su aislamiento a partir de muestras de agua a través de la técnica de
cultivo ya que ésta sigue siendo hasta ahora el estandar de oro para la
determinacién de dicha bacteria (6).
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Por medio del cultivo en agar BCYEa adicionado con L. Cisteina, se encontro
crecimiento bacteriano en el 100% de las muestras analizadas, contrastando con
los resultados obtenidos por diversos autores (7,8,9) que reportan frecuencias de
entre el 10% y el 80% de los ejemplares obtenidos del agua de unidades dentales
y de agua potable, esta diferencia puede deberse a factores como la temperatura
del medio ambiente, el medio de cultivo, el tiempo de incubaciéon e incluso al
tratamiento 4cido que generalmente se realiza en muestras ambientales y que se
ha documentado que disminuye hasta en un 50% la cantidad de bacterias (10).
Exner et. al., informan que de existir crecimiento en mas del 30% de las muestras,
el agua esta claramente contaminada (11), este estudio, por lo tanto, confirma
gue una gran parte de los sistemas de agua de la facultad de odontologia estan
infectados con Legionella y esto puede jugar un papel clave como factor de riesgo
en la seguridad de los pacientes y del personal que labora en la misma.

Kusnetsov et. all (12) sugieren que una concentracion de 1000UFC/L es un limite
tedrico aceptable para el desarrollo de la enfermedad, en la presente investigacion
se obtuvieron conteos de 19UFC/ml a 1000UFC/ml contrastando con los
resultados obtenidos en diversos estudios (13,14,15). Atlas et al.(7) encontraron
concentraciones de Legionella spp. de 10,000UFC/ml pero Legionella
pneumophila nunca supero las 1000UFC/ml. Williams et al (13) por su parte
encontraron concentraciones que no excedian las 100ufc/ml. De acuerdo con el
Instituto de Seguridad e Higiene del trabajo Espafol (14) se sugiere que en
instalaciones con concentraciones de > 100UFC/L < 1000UFC/L de Legionella
spp., se debe revisar el programa de mantenimiento y realizar las correcciones
oportunas que disminuyan su concentracion y que la presencia de dichas
cantidades de bacterias no limitan el uso del agua excepto en personas con alto
riesgo (inmunocomprometidos) por lo que se debe monitorear anualmente el
namero de colonias presentes.

Las concentraciones encontradas por clinicas, llaves vy filtros tienen diferencias
estadisticamente significativas, o que nos lleva a valorar que a través del uso de
los filtros la cantidad de microorganismos se mantiene al minimo y que la cloracion
del agua potable como sabemos no es un tratamiento adecuado para el control de
Legionella pneumophila, por ello los niveles encontrados en las llaves fue superior,
en cuanto a los conteos provenientes de las unidades dentales, éstas se
mantuvieron similares a las de las llaves aunque con diferencias muy significativas
respecto a la de los filtros lo que nos sugiere que la presencia de biopeliculas en
las lineas de agua promueve la proliferaciéon de Legionella pneumophila.
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CONCLUSIONES

Mediante el presente estudio se comprobo6 por primera vez la presencia de
Legionella pneumophila en el 100% de las muestras tomadas.

Los conteos fueron menores a 100UFC/L, lo cual nos sugiere que la
presencia de estas bacterias no limita el uso del agua pero se propone que
se mantenga un monitoreo semestral para realizar las correcciones
oportunas que eviten el aumento de la presencia de la misma
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Figuras

FIGURA I: aspecto macroscopico de FIGURA 1l: aspecto microscépico de
colonias de Legionella pneumophila Legionella pneumophila
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Tablas

Tabla 1 Estadisticos descriptivos de UFC/ml de L. pneumophila encontradas en sistemas de agua de
la Facultad de Odontologia de la Universidad Autonoma del Estado de México. 2013

Lineas de agua de alta velocidad
Clinica 1 12 97 480 212.50 155.272
Clinica 3 12 19 1000 314.08 344.869
Clinica 4 12 27 1000 386.42 321.691
Clinica s 12 100 1000 500.92 240.947
Llaves
Clinica 1l 12 100 500 323.42 133.478
Clinica 3 12 276 1000 465.58 192.963
Clinica 4 12 286 1000 473.92 202.218
Clinica 5 12 365 1000 513.58 181.880
Filtros
Filtro 1 12 45 200 96.92 43.023
Filtro 2 12 33 250 104.58 56.318

UFC/ml: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro D.E.: Desviacion Estandar

Tabla 2 Test de Bonferroni para diferencia de medias de UFC/mI de Legionella en clinicas, llaves
y filtros de la Facultad de Odontologia de la UAEM. 2013

Clinicas- llaves -90.64583 314.74971 -1.995 47 .052*
Clinicas - filtros 162.54167 280.44964 2.839 23 .009**
Llaves -filtros 293.75000 148.88813 9.665 23 .000**

*p<.05, **p=.01
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C) Articulo 3

Articulo perfil microbiano

N KS A A ALIEESS v EE=E = O

Por este medio confirmo la recepcion del articulo "Perfil microbiano de lineas
de agua de unidades dentales"”.

Saludos.

Editor
Grupo Editorial Odontologia Actual
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Resumen

Con el uso de piezas de mano de alta velocidad y aparatos ultrasonicos que
utilizan agua para su refrigeracion y que poseen el potencial de retrosuccion de
saliva existe la posibilidad de contaminacion de las lineas de agua de las unidades
dentales. Ya que la flora microbiana es distinta de acuerdo a los estados de salud
o enfermedad, a los sitios de la boca y a los tratamientos otorgados, teéricamente
la colonizacién de las lineas de agua también deberia depender de estas
condiciones. Debido a ello, el propésito del presente estudio fue conocer si existe
alguna diferencia en cuanto al tipo de microorganismos que contaminan dichas
mangueras dependiendo del tratamiento que se lleva a cabo en cada unidad
dental, para ello se evalud la biopelicula presente en 36 lineas de agua de alta
velocidad de unidades dentales de tres clinicas odontologicas pertenecientes a
las areas de endodoncia, odontopediatria y operatoria dental. Las muestras fueron
sembradas en distintos medios de cultivo, posteriormente se contaron Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml) y se identificaron colonias tipicas
las cuales fueron caracterizadas por analisis morfolégico macroscopico vy
microscopico asi como bioquimico. Fue aplicada una prueba de ANOVA. Los
resultados mostraron diferencias en el tipo de microorganismos presentes por
clinica. Por tanto, podemos corroborar que aunque hay una microflora propia de
las biopeliculas de lineas de agua de alta velocidad de unidades dentales
ampliamente documentada, también existen algunas diferencias dependientes del
tipo de tratamiento que se realiza en cada unidad dental

Palabras clave: Biopelicula, salud ocupacional, DUWS

Introduccion

La boca es una cavidad de tipo virtual, constituida por 6rganos asociados que
realizan multiples funciones especificas tales como la masticacion, absorcion,
gustacion, fonacion y lenguaje articulado, es normal entonces que la microflora
residente sea diversa debido al hecho de que en la cavidad oral coexisten habitats
variados, abastecidos con diversos nutrientes. Las comunidades microbianas en
cada sitio de la boca han sido detalladas por diversos autores (Marsh et al., 2011,
Liébana, 2002), mismos que describen los tipos y propiedades de los organismos
encontrados comunmente en los procesos de salud-enfermedad bucal. Esta
condicion es de gran importancia, ya que en el quehacer odontologico diario se
labora bajo situaciones que favorecen la exposicion a microorganismos
patégenos. En especifico, la saliva es el principal fluido con el que se tiene
contacto, siendo un punto critico el uso de piezas de mano de alta velocidad y
aparatos ultrasonicos que utilizan agua para su refrigeracion y que poseen el
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potencial de retrosuccion de saliva contaminada con sangre, placa
dentobacteriana, restos de tejido dental cariado y microorganismos provenientes
de los distintos tratamientos en los que intervienen. Este efecto mecanico que
sucede invariablemente al dejar de accionar el redstato, contamina las lineas de
agua de las unidades dentales al promover la colonizacién de la biopelicula
normalmente presente en este ecosistema acuatico, lo cual conlleva un potencial
riesgo de transmision de microorganismos por aerosolizacién de un paciente a
otro y del paciente al personal de atencién odontolégica.

Se ha demostrado de manera general, la presencia de patégenos oportunistas
(Szymanka, 2003; Percival, et al., 2009), sin embargo, ya que la flora microbiana
es distinta de acuerdo a los estados de salud o enfermedad, a los sitios de la boca
y a los tratamientos otorgados, tedricamente la colonizacion de las lineas de agua
también deberia depender de estas condiciones. Por tanto, el presente estudio
tuvo como objetivo conocer el perfil microbiano de las lineas de agua de alta
velocidad para ldentificar diferencias en el tipo de microorganismos presentes
cuando se atienden pacientes odontopediatricos, pacientes con afecciones
endododnticas y pacientes de operatoria dental.

Metodologia

Fue evaluada la biopelicula presente en 36 lineas de agua de alta velocidad de
unidades dentales de tres clinicas odontologicas de la Facultad de Odontologia de
la Universidad Autonoma del Estado de México: doce lineas pertenecientes a la
clinica de posgrado de endodoncia, doce de la clinica de posgrado de
odontopediatria y doce de la clinica de pregrado de operatoria dental a las cuales
se les colocaron mangueras nuevas, libres de biopelicula y que de esta manera
trabajaron por un periodo de cuatro semanas siguiendo lo establecido por la
Organizacion para la Seguridad, Asepsia y Prevencidon (OSAP), es decir, con
purga de las lineas de agua tres minutos al inicio y tres minutos al final de la
misma asi como treinta segundos entre cada paciente y utilizando agua purificada
para el abastecimiento de las unidades dentales proveniente de los filtros
instalados en la Facultad de Odontologia y que cumplen con los requerimientos de
la Norma Oficial Mexicana 127-SSA1-1994 del agua para uso y consumo humano.
Posterior a las cuatro semanas de uso, las lineas de agua fueron quitadas de las
unidades dentales previa asepsia externa y colocadas en bolsas plasticas estériles
para ser llevadas a laboratorio donde en un medio aséptico fueron incididas
longitudinalmente para acceder al lumen y por medio de un hisopo estéril se
obtuvo una muestra de biopelicula previo enjuague con solucién fisiolégica para
eliminar bacterias planctonicas. Los hisopos fueron inoculados en solucion
fisiol6gica y se realizaron tres diluciones para conseguir crecimientos menores a
300 Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml), de esta solucién se
tomo6 0.1ml que fue sembrado en agar nutritivo y se llevd a incubar por 24 hrs a
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36°C. Una vez transcurrido dicho periodo se contaron Unidades Formadoras de
Colonias por mililitro UFC/ml y se identificaron colonias tipicas las cuales fueron
caracterizadas por analisis morfolégico macroscépico y microscopico asi como
bioquimico. Para tal efecto se utilizo tincion de Gram, cultivos secundarios en agar
dextrosa Sabouread, agar BCYEaq, agar sangre y pruebas bioquimicas de
catalasa, coagulasa e indol.

Resultados

Fueron evaluadas 36 lineas de agua, no fue eliminada ninguna unidad dental del
estudio. El nimero de UFC/ml se resume en la tabla I. A pesar de las diferencias
encontradas en el nUmero de colonias presentes por clinicas, donde se observa
una cantidad menor en la clinica de operatoria dental, dichas diferencias no fueron
estadisticamente significativas al aplicar una prueba de ANOVA.

Los microorganismos encontrados de manera general fueron Pseudomona
aeruginosa, Lactobacillus spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Legionella pneumophila, Streptococcus spp., Candida albicans y hongos
filamentosos. En cuanto a la presencia de estos microorganismos por clinica, en la
especialidad de endodoncia se encontr6 Pseudomona aeruginosa en tres de las
doce muestras tomadas, representando el 25% de las unidades dentales, siendo
la Unica clinica con dicho microorganismo patdgeno oportunista (Figura 1).

En cuanto a la especialidad de odontopediatria, ésta se caracterizé por una menor
proporcion de unidades dentales contaminadas con Legionella pneumophila
respecto a las otras dos clinicas pero fue la Unica que mostré crecimiento de
hongos filamentosos, los cuales fueron hallados en un 25% de las unidades
dentales (Figura I)

En la clinica de operatoria dental no se descubri6 Pseudomona aeruginosa ni
hongos pero tuvo una mayor proporcion de Escherichia coli respecto a las otras
dos clinicas odontolégicas evaluadas y fue la Unica en la que se localiz6 Candida
albicans (Figura I).

Discusion

El analisis de los resultados obtenidos mediante el presente trabajo, nos lleva a
definir algunas diferencias en la microflora presente en lineas de agua de alta
velocidad de unidades dentales. En primer lugar, el nUmero promedio de Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml) reportado por autores como
O’Donell, et al. (O"Donell, et al., 2007) asi como Singh, et al., (Singh et al., 2003),
muestran alrededor de 104 UFC/ml y 108 UFC/ml cuando se utiliza agua sin
antimicrobianos, muy superior a los resultados obtenidos en la presente
investigacion, lo cual podria deberse principalmente a la utilizacién en la Facultad
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de Odontologia, de agua purificada obtenida de los filtros colocados para tal tarea
y que cumplen con la NOM 127-SSA1-1994 (NOM, 1994) del agua para uso y
consumo humano. Es notorio que la clinica de pregrado de operatoria dental
mostré una menor cantidad de UFC/ml respecto a las clinicas de odontopediatria y
endodoncia: -111UFC/ml y -211UFC/ml respectivamente, aunque dichas
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Estos datos nos podrian
revelar la intervencién de algunas variables no consideradas como el uso de
antiséptico (enjuague bucal) por parte de los pacientes antes de las intervenciones
0 un mayor o menor uso de las lineas de agua y con ello un menor o mayor
estancamiento de agua en las mangueras, que promoveria el desarrollo de
biopeliculas con mayor carga microbiana, aunque las diferencias no fueron
significativas, se proporciona un dato Gtil para estudiar los factores que pudieron
intervenir en dicho resultado.

En cuanto al tipo de microorganismos encontrados, de manera general
concordamos con diversos estudios (Szymanska, 2003; Pankhurst et al., 2007;
Percival et al., 2009) en los que se demuestra la presencia de Pseudomona
aeruginosa, Lactobacillus spp., Escherichia coli, Staphylococcus spp., Legionella
pneumophila, Streptococcus spp., Hongos y Candida albicans. Diferimos en
cuanto a la presencia de Mycobacterium spp., amibas y protozoarios reportados
por Singh (Singh et al., 2003) y Walker (Walker et al., 2004) ya que en el presente
trabajo no fueron identificados, deducimos que dichos resultados se derivan del
tiempo de uso de las lineas de agua y debemos tomar en cuenta que este
proyecto abarcd solamente cuatro semanas de trabajo en clinica, lo cual puede
propiciar que en comunidades bacterianas mas maduras exista una mayor
cantidad de microorganismos y una aumentada diversidad de especies, lo cual da
la pauta para siguientes investigaciones al respecto.

Como ya se menciond, la calidad microbiologica del agua de las unidades
dentales se considera de gran importancia porque los pacientes y personal dental
estdn expuestos regularmente al agua y aerosoles generados a partir de
unidades dentales. La presencia de patdgenos oportunistas como Pseudomonas,
Legionellas y Candida es importante ya que pueden ser dispersados por el aire o
inocularse a través de consultas subsecuentes a todo aquel que se involucre en el
medio ambiente odontolégico. En especifico la presencia de Pseudomona
aeruginosa, debe tomarse en consideracion ya que es un patégeno oportunista,
con gran capacidad de crecimiento en todos los ambientes, con alta virulencia y
resistencia a antibiéticos. A pesar de que diversas investigaciones (Pankhurst C,
Coulter W, 2007; Chacon et al.,, 2010), demuestran la colonizacion de P.
aeruginosa en muestras de agua proveniente de unidades dentales publicas y
privadas, en los resultados aqui presentados es notorio que esta bacteria fue
localizada Unica y exclusivamente en la clinica de endodoncia. Sabemos que los
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procedimientos endododnticos de rutina (tratamiento de infecciones del canal
radicular) implican la remocién de tejido infectado y muerto mecanicamente lo cual
involucra una amplia gama de bacterias por lo tanto, la microflora total que
generalmente es encontrada es similar en naturaleza a aquella presente en
abscesos dentoalveolares agudos (Dinatale, 2000; Jimenez et al., 2004), lo cual
nos lleva a comprender la presencia de P. aeruginosa en este medio en
especifico, al ser parte de la microflora que compone procesos infecciosos. Como
ya fue mencionado, esta bacteria es considerada patdégena oportunista y
representa un factor de riesgo importante para el personal y los pacientes
odontolégicos. A éste respecto, Mills (Mills, 2003) reporta dos casos de infeccion
por P. aeruginosa luego del tratamiento dental de rutina en pacientes que recibian
quimioterapia. Se sugiere monitorear la calidad bacteriologica del agua de esta
clinica para mantenerla libre de este tipo de microorganismos y asi disminuir el
riesgo de contaminacion cruzada.

En cuanto al crecimiento de Candida albicans en los resultados que presentamos,
ésta solo fue encontrada en la clinica de operatoria dental, coincidiendo con
algunos autores (Genc et al., 1997; Walker et al., 2004; y Szymanska, 2005),
gue reportan la presencia de esta levadura sin especificar el tipo de clinica
analizada. Es probable que dicha contaminacion se deba a la presencia de
candidiasis en alguno de los pacientes atendidos en esa unidad dental, con lo que
se puede pensar en la posibilidad real de que a través de la retrosuccion el
microorganismo haya contaminado la manguera, con lo que se hace patente la
necesidad de un mejor método mas allda de la purga para eliminar los
microorganismos que colonizan la biopelicula presente en estos sistemas y asi
evitar el riesgo latente de inocularlos de un paciente a otro o de los pacientes al
personal odontolégico.

Escherichia coli, fue encontrada en las tres clinicas evaluadas coincidiendo con lo
reportado por Panagakos y colaboradores (Panagakos et al., 2001), sin embargo,
la clinica de operatoria dental fue la que tuvo un mayor numero de unidades
dentales contaminadas. Es bien conocido y frecuentemente reportado por la
literatura que la transmision de E. coli, un microorganismos propio del sistema
digestivo y patdogeno oportunista de gran consideracién en paises en desarrollo, es
uno de los responsables de infecciones diarréicas que segun la Organizacion
Mundial de la Salud provocan la muerte de un menor cada 15 segundos alrededor
del mundo (Vidal-Graniel, 2003). Su transmisiéon se lleva a cabo por la via oro-
fecal y en paises en vias de desarrollo la principal via de transmision es el agua
contaminada. Se ha demostrado que en los paises industrializados la transmision
por alimentos es la principal causa de la enfermedad, se considera también que el
aire mediante la formacién de aerosoles, podria ser una forma de diseminacion de
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la bacteria. Los reservorios incluyen principalmente a nifios y adultos que en
ocasiones son portadores asintomaticos y a personas que manejan infantes
(Alper, 2003; Nataro et al., 1998). Al respecto, consideramos que la contaminacion
por E. coli que obtuvimos en este trabajo, podria deberse a las malas condiciones
de higiene bucal de los pacientes atendidos, ya que de estar relacionado con la
contaminacion del agua de abastecimiento de las unidades dentales, es probable
gue la mayoria de ellas estuvieran infectadas y no sélo una proporcién menor al
50% como la que reportamos. Se propone el uso de antisépticos bucales antes de
las intervenciones odontoldgicas que coadyuve a disminuir la carga microbiana
propia de la boca de los pacientes para de esta forma contribuir a disminuir la
contaminacion de las lineas de agua.

En cuanto a la clinica de odontopediatria, ésta coincidido con la mayoria de los
microorganismos reportados en las otras dos clinicas, sin embargo se debe
observar que fue la uUnica clinica donde se encontré la presencia de hongos
filamentosos, esto es de gran importancia ya que existen diversos estudios
sobre los altos niveles de contaminacion bacteriana, pero poco se sabe acerca de
la contaminacion fangica en lineas de agua de unidades dentales. En este trabajo
coincidimos con lo obtenido por Goksay y por Araujo y Contreras (Goksay et al.,
2008; Araujo, Contreras, 2004) que reportan hongos filamentosos en muestras de
agua de unidades dentales. Aspergillus y Penicillium son los géneros prevalentes
gue se han aislado en estos sistemas (Szymanska, 2005%; Szymanska 2006). Se
sabe que las esporas de estos miembros pueden causar reacciones alérgicas,
asma y otros problemas respiratorios. La literatura ha sugerido que las esporas de
hongos y fragmentos de hifas pueden ser aerosolizadas cuando el agua
contaminada pasa a través de equipos dentales. Ademas, varios hongos
filamentosos también son potenciales productores de toxinas, y la exposicion a
pequefas cantidades de estas durante varios afios puede tener efectos negativos
sobre el sistema inmunoldgico, por lo que estos resultados muestran nuevos datos
de utilidad para establecer estrategias dirigidas no solo al control bacteriano sino
micolégico de los sistemas estudiados.

Por ultimo, de manera general se descubrié en todas las unidades dentales la
presencia de Legionella pneumophila, importante patégeno oportunista productor
de la enfermedad del Legionario, la cual cursa con neumonia lobular atipica grave
con sintomas polisistémicos y con una tasa de muerte de entre el 5% y el 30%. y
productor también de Fiebre de Pontiac, condicion parecida a la gripe, pero que
puede progresar a enfermedades respiratorias graves como neumonia. La
presencia de esta bacteria, esta vagamente estudiada y reportada en la mayoria
de los paises de América, siendo este resultado un punto importante a tratar para
estudiar el método eficaz para su control y eliminacién. Aun cuando los conteos
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fueron menores a 100UFC/L, lo cual nos sugiere que su presencia no limita el
uso del agua (Real decreto, 2003), se propone que se mantenga un monitoreo
anual para realizar las correcciones oportunas que eviten el aumento de la
misma.

Conclusioén

. Gracias a los presentes resultados podemos corroborar que aunque hay
una microflora propia de las biopeliculas de lineas de agua de alta velocidad
ampliamente documentada, también existen algunas diferencias dependientes del
tipo de tratamiento que se realiza en cada unidad dental.

. Se propone reforzar el control de infecciones de acuerdo a lo establecido
por la Organizacion para la Seguridad, Asepsia y Prevencion (OSAP), que
establece que ademas de la purga de las lineas de agua, para eliminar la
biopelicula, se agregue un antimicrobiano al agua de abastecimiento de la unidad
dental, capaz de eliminar los microorganismos introducidos por retrosuccion.

. Para tal efecto, sugerimos el uso de plata coloidal como un bactericida que
puede utilizarse de manera diaria y continua, sin ser toéxico para los pacientes,
ademas de ser economico y de alta disponibilidad.
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Tablas

Tabla | Estadisticos descriptivos de UFC/ml encontradas en lineas de agua de alta velocidad por

clinica
Desviacion Error
Clinica N Media tipica tipico Minimo maximo
Endodoncia 12 1001.417 3.0588 .8830 998.0 1010.0
Odontopediatria 11 901.000 224.1767 67.5918 400.0 1015.0
Operatoria 12 790.917 267.1103 77.1081 400.0 1013.0
Dental
Figuras
Titulo de la figura 1
Porcentaje de microorganismos encontrado en lineas de agua de alta velocidad
por clinicas.
Figura 1
%
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D) Resultados Generales del Proyecto

Fueron evaluadas 12 lineas de agua de alta velocidad de la clinica de endodoncia,
12 de la clinica de odontopediatria y 11 de la clinica de operatoria dental para
conformar una muestra de 35 lineas de agua de alta velocidad. Cada
procedimiento fue valorado después de cuatro semanas de uso.

La primera fase, correspondiente al uso de agua filtrada y purga, mostré en las
tres porciones analizadas medias superiores a 800 UFC/ml (Tabla 1). El
tratamiento con plata coloidal logré una marcada reduccion ya que expuso medias
inferiores a 45UFC/ml (tablal), los valores maximos corresponden a una unidad
dental y los valores minimos a 26 unidades dentales. En cuanto al tratamiento con
gluconato de clorhexidina se observo una reduccion de aproximadamente el 50%
respecto al tratamiento basal ya que se obtuvieron medias por debajo de 450
UFC/ml (tabla 1), los valores minimos se encontraron en siete unidades dentales y

los valores maximos en una unidad dental.

En cuanto al tipo de microorganismos presentes en la medicion basal, es decir en
aquellas mangueras tratadas con agua filtrada, los que se encontraron fueron por
orden de frecuencia: Streptococcus spp , Legionella pneumophila, Staphylococcus
spp, Lactobacillus spp, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Candida

albicans, bacilos esporulados, sarcinas y micrococcus (Figura l).

En cuanto al procedimiento con Gluconato de clorhexidina, se alcanzé la
eliminacién de Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa, asi como de Candida
albicans, no asi de Legionella pneumophila cuya frecuencia es comparable a la
encontrada en el tratamiento con agua filtrada. Hubo también una marcada
reduccion de la frecuencia de Streptococcus spp, superior a la reportada con plata
coloidal. En cuanto a la presencia de Staphylococcus spp y Lactobacillus spp, su

reduccion no supero a la de la plata (Figura Il).
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Después del tratamiento con plata coloidal se logré la eliminacion de los
patdgenos oportunistas: Legionella pneumophila, Escherichia coli, Pseudomona
aeruginosa. Al mismo tiempo se redujo la presencia de Streptococcus spp,
Staphylococcus spp y Lactobacillus spp. Candida albicans se presenté en la
misma proporcion aunque en diferente unidad dental (Figura Ill).

Cabe mencionar, que en los tratamientos con agua filtrada y con plata coloidal se
encontraron hongos filamentosos, cuya identificacibn de género y especie no se
llevé a cabo por no ser parte de este estudio, sin embargo se reportan como
hallazgos de esta investigacion (anexos).

El analisis de la presencia de microorganismos de acuerdo a la clinica donde se
detectaron mostr0 que Pseudomona aeruginosa se presentd solamente en la
clinica de endodoncia, Candida albicans sol0 se detectd en la clinica de
operatoria, donde también se presenté mayoritariamente Escherichia coli (70%) y
el resto de los microorganismos se distribuyd de manera equitativa en las tres

clinicas (Figura IV)

Para determinar la diferencia de medias, se aplico la prueba de ANOVA, donde se
expuso una diferencia estadisticamente significativa en la comparacion de los tres
tratamientos, por lo que de manera posterior se aplico un test de Bonferroni para
comparacion de medias por pares, resultando diferencias significativas en todos

los datos evaluados (Tabla 2).

El andlisis de la varianza (ANOVA) de la media de UFC/ml entre las tres clinicas

seleccionadas no arrojo datos estadisticamente significativos.
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IXTABLAS Y FIGURAS

Tabla 1. Estadisticos descriptivos de UFC/mI* encontradas en lineas de agua de alta

velocidad por porcién de mangueray por tratamiento

Tratamiento Porcion de N Minimo Méaximo Media Desviacion
manguera tipica
Agua filtrada Anterior 35 425 1120 936 177
Media 35 450 1100 986 101
posterior 35 400 1015 897 213
Plata coloidal Anterior 35 0 220 30 64
Media 35 0 250 45 78
Posterior 35 0 210 31 62
Gluconato de Anterior 35 0 900 270 311
clorhexidina Media 35 0 1050 317 351
posterior 35 1 1200 456 404

* UFC/ml: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro.

Tabla 2. Test de Bonferroni para comparacion de medias de UFC/mI*

Porcion de Pares de Diferenc  Desviaci6 Significanc
manguera tratamientos iade n tipica ia bilateral
medias
Agua filtrada 905 173.62 30.8 .000**
Plata colloidal
Anterior Agua filtrada 665 363.63 10.8 .000**
Clorhexidina
Plata coloidal -240 323.95 -4.3 .000**
Clorhexidina
Agua filtrada 941 121.87 45.6 .000**
Plata coloidal
Media Agua filtrada 669 355.80 11.1 .000**
Clorhexidina
Plata coloidal -272 366.81 -4.3 .000**
Clorhexidina
Agua filtrada 866 207.11 24.7 .000**
Plata coloidal
Posterior  Agua filtrada 441 460.19 5.67 .000**
Clorhexidina
Plata coloidal -425 404.25 -6.2 .000**
Clorhexidina

**p<0.01
*Unidades formadoras de colonias por mililitro
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Tabla 3. Proporcion y porcentaje de microorganismos encontrados en lineas de agua de alta

velocidad por tratamiento y por porcién de manguera.

Microorganismo Porcion de Agua filtrada* Plata coloidal* Gluconato de

manguera clorhexidina*

Staphylococcus spp.  Anterior 100%  (35/35) 8.6%  (3/35) 57%  (2/35)
Media 100%  (35/35) 11.4% (4/35) 57%  (2/35)
Posterior 97.1% (34/35) 8.3% (3/35) 2.8% (1/35)
Legionella Anterior 82.8% (29/35) 0% 71.4% (25/35)
pneumophila. Media 91.4% (32/35) 0% 80% (28/35)
Posterior 85.7% (30/35) 0% 88.6% (31/35)
Staphylococcus spp.  Anterior 51.4% (18/35) 2.9% (1/35) 11.4% (4/35)
Media 48.6% (17/35) 5.7%  (2/35) 8.6%  (3/35)
Posterior 71.4% (25/35) 5.7% (2/35) 11.4% (4/35)
Lactobacillus spp Anterior 58.3% (21/35) 14.3% (5/35) 74.3% (26/35)
Media 44.4% (16/35) 25.7% (9/35) 80% (28/35)
Posterior 52.8% (19/35) 17.1% (6/35) 94.3% (33/35)
Escherichia coli Anterior 5.7% (2/35) 0% 0%
Media 22.9% (8/35) 0% 0%
Posterior 8.6% (3/35) 0% 0%
Pseudomona Anterior 0% 0% 0%
aeruginosa Media 5.6% (2/35) 0% 0%
Posterior 2.8% (1/35) 0% 0%
Bacilos esporulados,  Anterior 2.8% (1/35) 0% 0%
sarcinas,micrococcus Media 0% 0% 0%
Posterior 0% 0% 0%
Hongos Anterior 0% 0% 0%
Media 5.7%  (2/35) 0% 0%
Posterior 57%  (2/35) 11.4% (4/35) 0%
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Tabla 4. Tipo, proporcion y frecuencia de microorganismos encontrados en las lineas de

agua de alta velocidad de la clinica de endodoncia de la Facultad de Odontologia de la

UAEM.

Pseudomona aeruginosa
Lactobacillus spp.
Escherichia coli
Staphylococcus spp.
Legionella pneumophila
Streptococcus spp.
Hongos
Candida albicans

proporcién

3/12
8/12
2/12
8/12
12/12
12/12

0

0

Frecuencia

25%
66%
16%
66%
100%
100%
0%
0%

Tabla 5. Tipo, proporcién y frecuencia de microorganismos encontrados en las lineas

de agua de alta velocidad de la clinica de odontopediatria de la Facultad de

Odontologia de la UAEM

Pseudomona aeruginosa
Lactobacillus spp.
Escherichia coli
Staphylococcus spp.
Legionella pneumophila
Streptococcus spp.
Hongos

Candida albicans

Proporcién Frecuencia

0
9/11
4/11

10/11

8/11

11/11

3/11
0

0%
81%
36%
90%
2%

100%
27%
0%
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Tabla 6. Tipo, proporcion y frecuencia de microorganismos encontrados en las lineas de

agua de altavelocidad de la clinica de operatoria dental de la Facultad de Odontologia de la

UAEM.

Pseudomona aeruginosa 0 0%
Lactobacillus spp. 10/12 83%
Escherichia coli 6/12 50%
Staphylococcus spp. 10/12 83%
Legionella pneumophila 12/12 100%
Streptococcus spp. 12/12 100%

Hongos 0 0%

Candida albicans 1/12 8%
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X DISCUSION

Los resultados del presente estudio han puesto de manifiesto una gran y compleja
comunidad microbiana que habita las lineas de agua de alta velocidad de las
unidades dentales, el andlisis de las 35 mangueras que conformaron la muestra
ha expuesto que el uso exclusivo de agua filtrada y purga es una técnica
deficiente para el control de biopelicula, ya que permite el crecimiento de
microorganismos por encima de lo propuesto por la Asociacién Dental Americana
(menos de 200UFC/ml). Al respecto, Singh y col.”® han reportado un rango de
entre 10 UFC/ml y 10° UFC/ml y Walker* indicé que las unidades dentales
analizadas en su investigacion tuvieron una carga microbiana de 500 a 10°

UFC/ml, datos que concuerdan con los resultados presentes.

Al inicio de este estudio se esperaba que el uso de agua filtrada redujera el
numero de colonias establecidas en comparacion con publicaciones donde fue

utilizada agua de abastecimiento publico®'*"®

, Sin embargo, esto no fue asi e
incluso se encontraron conteos superiores a los reportados. Por ello, es posible
deducir que la calidad del agua que abastece a las unidades dentales no es un
factor anico a modificar para aminorar los niveles de microorganismos patdogenos
presentes en la biopelicula, lo cual sugiere que se debe controlar también la
existencia del proceso mecéanico de aspiracion y retorno de flujo de saliva de los

pacientes.

Con base en lo anterior, los microorganismos encontrados en el analisis basal,
correspondiente al uso de agua filtrada y purga, se encontré que la mayoria de
ellos fueron Gram negativos concordando con diversos autores®®. En especifico,
los patdgenos oportunistas descubiertos en esta fase de la investigacion han sido
frecuentemente expuestos en diversas publicaciones”®**’® lo cual es
preocupante ya que son responsables de enfermedades infecciosas de alto riesgo
y tienen el potencial de ser transmitidos a través de la pieza de mano de alta

velocidad promoviendo con ello la infeccion cruzada. Es importante observar que
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se detectaron bacterias no solo propias de la cavidad oral (Streptococcus spp.,
Lactobacillus spp.), sino también de vias respiratorias (Staphylococcus spp.,
Legionella pneumophila), de sistema digestivo e indicador de contaminacion fecal
(Escherichia coli) y levaduras (Candida albicans) asi como hongos, cuya especie
no fue determinada por no ser parte del objetivo del presente trabajo, pero que
han sido reportados por otras investigaciones®. La presencia de esta mezcla de
microorganismos enfatiza nuevamente la necesidad de controlar la retrosuccion y
la posibilidad de infeccidon cruzada entre pacientes sucesivos, lo cual es de vital
importancia porque se sabe que frecuentemente los pacientes no reportan
sintomas relacionados con procesos infecciosos, ya que no asocian la exposicion
al agua contaminada de las unidades dentales con estas afecciones, por lo tanto,
no hay datos suficientes para considerar este hallazgo como un problema de salud
publica. De ahi que la sugerencia de adicionar un antimicrobiano al agua de

reservorios independientes sea una opcion verdaderamente viable.

Al respecto, el uso diario y continuo de plata coloidal demostré ser eficaz para
reducir la cantidad de UFC/ml en el 99% de las unidades dentales por debajo de lo
establecido por la ADA y aunque la plata coloidal no ha sido utilizada en este ramo
de la odontologia, existe evidencia de su eficacia en ambitos similares, Nawaz’’
concuerda con esta capacidad bactericida al realizar un estudio para desinfectar
agua proveniente de lluvia donde obtuvo conteos por debajo de 45 UFC/mI
concordante con el presente andlisis; por su parte Feng’® también documenta la
actividad antimicrobiana de la plata para purificacion de agua y Silvestry-
Rodriguez’® muestra el alto nivel biocida de los iones de plata en comparacién con
otros metales pesados. Los resultados expresados por ambos autores coinciden
con el producto de esta investigacion donde la plata coloidal mostré especial

eficacia respecto a la eliminacion de microorganismos patdégenos oportunistas.

Asi mismo, en un estudio experimental de diez afios de duracion, Stout®® reporta
gue la ionizacion con plata logré la erradicacion de Legionella pneumophila al

100% en tuberias de hospitales donde era frecuente la infeccion por esta bacteria,
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ajustdndose a los resultados de este estudio donde también se logré su
eliminacion total. Este mismo reporte muestra que la plata tiene una eficacia a
largo plazo en la reduccion de este patdégeno oportunista, lo cual serd posible
verificar en estudios subsiguientes ya que en el presente experimento sélo se tuvo
un tiempo de uso de cuatro semanas. El uso de plata coloidal logré también la
eliminacion de Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli contrastando con los
resultados obtenidos con Nawaz’’ donde es posible ver que el uso de una mezcla
de 0.01mg de cristales de plata con agua destilada lograron la supresion de dichos

microorganismos.

En cuanto a eventos de tipo practico relacionados con el uso de plata coloidal,
ésta no arrojo fallas mecéanicas ni disolucion de tubos, tampoco fue reportada una
inadecuada visibilidad del campo de trabajo, dificultad para la succion ni olor o
sabor desagradable percibido por los pacientes. El Unico inconveniente fue la
presencia de sedimentos café pardos propios de la precipitacion de los
ingredientes del coloide, los cuales se eliminaron facilmente con el uso Unico de

agua sin necesidad de detergente.

Con relacion al uso del gluconato de clorhexidina, el cual ha sido probado como
antimicrobiano en lineas de agua de unidades dentales y reportado en diversos

estudios®t118:82

en la presente investigacion, su uso continuo no logré reducir los
niveles de colonias para cumplir satisfactoriamente con los parametros
internacionales propuestos, lo cual puede deberse a varios factores, sin embargo
los mas consistentes se refieren a las propiedades inherentes de la clorhexidina
cuya capacidad antimicrobiana se ve disminuida por contacto con materia

organica y exposicion a la luz®".

El hecho de que la eficacia del gluconato de clorhexidina no fuera suficiente para
la eliminacion de Legionella pneumophila, es un punto desfavorable, puesto que
sus resultados fueron comparables con los del nivel basal cuya presencia es muy

alta y de interés, ya que puede ser un factor causal de enfermedad respiratoria. Lo
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que si logro, fue una reduccion de Streptococcus spp. mayor que la de
Staphylococcus spp., en comparacion con el uso de plata coloidal, lo que
demostré que los Strepcococcus son mas sensibles que los estafilococos a este
compuesto®’. McBain®® por su parte, refiere que la clorhexidina no es un agente til
para la eliminacion de Lactobacillus spp., lo cual fue comprobado al existir un

incremento en aproximadamente el 99% respecto a la medicion basal.

En cuanto a percances practicos relacionados con el uso de gluconato de
clorhexidina no se encontraron fallas mecénicas ni disolucién de tubos por el uso
de las sustancias estudiadas, sin embargo, se detectdé un cambi6 de coloracién de
las botellas, de blanco a rosa pélido, ademas, los alumnos involucrados en el
trabajo clinico de las unidades dentales en estudio, reportaron la formacion de
espuma, lo que les impedia una adecuada visibilidad del campo de trabajo,
dificultad para la succion y desagrado ocasional debido al sabor, reportado por los

pacientes.

Es interesante prestar atencion en la prueba de ANOVA, donde se puede observar
gue no existen diferencias significativas entre las clinicas incluidas, lo que
demuestra que los tratamientos fueron administrados en las mismas condiciones y
de la misma manera en las distintas areas probadas, obteniéndose de esta

manera medias similares en las tres clinicas.

A pesar de que diversas investigaciones, como la de Pankhurst y col.>* o la de
Chacon vy cols.®®, demuestran la colonizacién de P. aeruginosa en muestras de
agua proveniente de unidades dentales publicas y privadas, en los resultados aqui
presentados es notorio que esta bacteria fue localizada Unica y exclusivamente en
la clinica de endodoncia. Se deduce que ya que los procedimientos endodonticos
de rutina (tratamiento de infecciones del canal radicular) implican la remocién de
tejido infectado y muerto mecéanicamente lo cual involucra una amplia gama de

bacterias, la microflora total que generalmente es encontrada es similar en
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naturaleza a aquella presente en abscesos dentoalveolares agudos lo cual lleva a

comprender la presencia de P. aeruginosa en este medio en especifico®.

Asi mismo, en los resultados presentados se muestra que Candida albicans solo
fue encontrada en la clinica de operatoria dental, coincidiendo con algunos

autores*” 88

, que reportan la presencia de esta levadura sin especificar el tipo de
clinica analizada. Es probable que dicha contaminacién se deba a la presencia de
candidiasis en alguno de los pacientes atendidos en esa unidad dental, con lo que
se puede pensar en la posibilidad real de que a través de la retrosuccion el
microorganismo haya contaminado la manguera, con lo que se hace patente la
necesidad de un mejor método mas alla de la purga para eliminar los
microorganismos que colonizan la biopelicula presente en estos sistemas y asi
evitar el riesgo latente de inocularlos de un paciente a otro o de los pacientes al

personal odontolégico.

Escherichia coli, fue encontrada en las tres clinicas evaluadas coincidiendo con lo

reportado por Panagakos y col.?’

, Sin embargo, la clinica de operatoria dental fue
la que tuvo un mayor numero de unidades dentales contaminadas. Es bien
conocido y frecuentemente reportado por la literatura que la transmision de E. coli,
un microorganismos propio del sistema digestivo y patégeno oportunista de gran
consideracion en paises en desarrollo, es uno de los responsables de infecciones
diarreicas que segun la Organizacion Mundial de la Salud provocan la muerte de
un menor cada 15 segundos alrededor del mundo®®. Su transmisién se lleva a
cabo por la via oro-fecal y en paises en vias de desarrollo la principal via de
transmision es el agua contaminada. Se ha demostrado que en los paises
industrializados la transmision por alimentos es la principal causa de la
enfermedad, se considera también que el aire mediante la formacion de
aerosoles, podria ser una forma de diseminacion de la bacteria. Los reservorios
incluyen principalmente a niflos y adultos que en ocasiones son portadores

89,90 Al

asintomaticos y a personas que manejan infantes respecto, se puede

deducir que la contaminacion por E. coli, en los sistemas evaluados podria
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deberse a las malas condiciones de higiene bucal de los pacientes atendidos, ya
qgue de estar relacionado con la contaminacion del agua de abastecimiento de las
unidades dentales, es probable que la mayoria de ellas estuvieran infectadas y no
s6lo una proporcion menor al 50% como la que se reporta. Por ello, se propone
enfatizar y vigilar el uso de antisépticos bucales antes de las intervenciones
odontolbgicas que coadyuve a disminuir la carga microbiana propia de la boca de

los pacientes para contribuir a disminuir la contaminacion de las lineas de agua.

En cuanto a la clinica de odontopediatria, ésta coincidié6 con la mayoria de los
microorganismos reportados en las otras dos clinicas, sin embargo, se debe
observar que fue la Unica clinica donde se encontro la presencia de hongos
filamentosos, esto es de gran importancia ya que existen diversos estudios
sobre los altos niveles de contaminacion bacteriana, pero poco se sabe acerca de
la contaminacion fangica en lineas de agua de unidades dentales. En este trabajo
se coincide con lo obtenido por Goksay™ y por Araujo y Contreras® que reportan
hongos filamentosos en muestras de agua de unidades dentales. Aspergillus y

Penicillium son los géneros prevalentes que se han aislado en estos sistemas®.

Esta documentado que las esporas de estos miembros pueden causar reacciones
alérgicas, asma y otros problemas respiratorios. La literatura ha sugerido que las
esporas de hongos y fragmentos de hifas pueden ser aerosolizadas cuando el
agua contaminada pasa a través de equipos dentales. Ademas, varios hongos
filamentosos también son potenciales productores de toxinas, y la exposicién a
pequefas cantidades de estas durante varios afios puede tener efectos negativos
sobre el sistema inmunoldgico, por lo que estos resultados muestran nuevos datos
de utilidad para establecer estrategias dirigidas no solo al control bacteriano sino

micotico de los sistemas estudiados.

De manera consecuente a todo lo abordado, especificamente al conocimiento de
que las medias obtenidas a partir del uso de clorhexidina y plata coloidal sean

estadisticamente distintas y significativas, ademas de observar la capacidad de
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eliminacion de microorganismos patégenos y de sus menores inconvenientes en
cuanto al uso, se puede deducir que efectivamente, la eficacia de la plata coloidal
es superior a la de la clorhexidina, con un efecto antimicrobiano mas consistente y

sostenido, utilizandola de manera continua.
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Xl CONCLUSIONES

Es facil pronosticar que el rapido crecimiento cientifico y tecnolégico actual
llevara a largo plazo al disefio de unidades dentales con lineas de agua
elaboradas con materiales que inhiban la produccion y establecimiento de
biopeliculas, y a la compra de las mismas con la consecuente actualizacién
de los consultorios y clinicas dentales, sin embargo, en el corto plazo se
requiere de desinfectantes eficaces que promuevan el cumplimiento de las

normas y logren reducir el riesgo de infeccion y contaminacién cruzada.

Los resultados obtenidos en este estudio pueden proporcionar datos solidos
respecto a la utilizacion de plata coloidal como un agente antibactericida, de
alta disponibilidad, no toxico y eficaz para lograr mejorar la calidad del

medio ambiente clinico dental.

Pagina|105



EFICACIA ANTIMICROBIANA DE LA PLATA COLOIDAL EN COMPARACION CON GLUCONATO DE CLORHEXIDINA PARA EL
CONTROL DE BIOPELICULA DE UNIDADES DENTALES, 2013

Xl RESUMEN

Introduccion: Las biopeliculas presentes en lineas de agua de unidades dentales
pueden albergar microorganismos patdégenos oportunistas, con el consecuente
riesgo de infecciones por aerosolizacion.

Objetivo: Evaluar la eficacia antimicrobiana de la plata coloidal para el control de
biopelicula en lineas de agua de alta velocidad.

Metodologia: Estudio experimental donde fueron analizadas 35 lineas de agua de
alta velocidad, que utilizaron de manera cruzada 3 tratamientos: Agua filtrada,
Gluconato de Clorhexidina y Plata Coloidal. Se les determiné la cantidad de
Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/ml) y el tipo de v
microorganismos presentes; para el analisis estadistico se aplicdé una prueba
ANOVA y test de Bonferroni.

Resultados: fueron significativas las diferencias en la cantidad de UFC/ml en los
pares: plata coloidal y agua filtrada (p<0.01), clorhexidina y agua filtrada (p<0.01) y
plata coloidal y clorhexidina (p<0.01). Se encontro la presencia de Pseudomona
aeruginosa, Escherichia coli, Legionella Pneumophila y Candida albicans.
Conclusion: la plata coloidal redujo a menos de 45 UFC/ml y logro la eliminacion
total de patdgenos oportunistas, por lo que los resultados obtenidos en este
estudio pueden proporcionar datos solidos respecto a su utilizacion como un
antimicrobiano de alta disponibilidad, no toxico y eficaz para mejorar la calidad del

medio ambiente clinico dental.
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ABSTRACT

Purpose: The purpose of the present study was to evaluate the antimicrobial
efficacy of colloidal silver for biofilm control in high-speed waterlines of dental units.
Materials and methods: This was a cross-over experimental study analyzing 35
high-speed waterlines using three treatments, filtered water, chlorhexidine
gluconate and colloidal silver, for four weeks each in succession. The colony-
forming units per millimeter (CFU/ml) were counted, and the microorganisms
present were determined. ANOVA and Bonferroni’s test were applied for the
statistical analysis.

Results: The differences in the CFU/ml were significant between the following
pairs: colloidal silver and filtered water (p<0.01), chlorhexidine and filtered water
(p<0.01) and colloidal silver and chlorhexidine (p<0.01). Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Legionella pneumophila and Candida albicans were identified.
Conclusions: Colloidal silver decreased the microbial count to under 45 CFU/ml
and attained the total elimination of opportunistic pathogens. Our results may
provide solid data on the use of an effective, non-toxic, widely available

antimicrobial agent to improve the quality of the dental clinic environment.

Keywords: Biofilm, dental units, colloidal silver, occupational dentistry.
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EFICACIA ANTIMICROBIANA DE LA PLATA COLOIDAL EN COMPARACION CON GLUCONATO DE CLORHEXIDINA PARA EL
CONTROL DE BIOPELICULA DE UNIDADES DENTALES, 2013

Oficios

Toluca, Estado de México., a 1° de enero de 2013.

DRA. EN O. NORMA MARGARITA MONTIEL BASTIDA
COORDINADORA DEL CIEAO

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
PRESENTE

Por medio del presente me dirijo a usted para solicitarle su autorizaciéon y apoyo
para hacer uso de las unidades dentales de las clinicas de posgrado de endodoncia y
odontopediatria, con el fin de llevar a cabo mi proyecto de investigacion titulado:
“Estudio de la efectividad de la plata coloidal respecto al gluconato de Clorhexidina
en el control de biopelicula de lineas de agua de alta velocidad de clinicas de la
Facultad de Odontologia de la UAEM, 2013” para sustentar el grado de Maestria en
Ciencias Odontologicas, del cual funge como tutora académica la Dra. en O. Norma
Margarita Montiel Bastida y como asesoras la M. en C.S. Sara Gabriela Maria Eugenia del
Real Sanchez y la M. en D.A.E.S. Rosa Isela Flores Chavez.

Agradeciendo de antemano su respuesta favorable a esta solicitud le envio un atento y
cordial saludo.

Atentamente:
C.D. Gauddy Lizeth Manzanares Leal

Alumna del primer periodo de la Maestria en Ciencias Odontoldgicas
4a promocion.
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Toluca, Estado de México., a 1° de enero de 2013.

DR. EN E. P. ALBERTO SALGADO VALDES

DIRECTOR DE LA FACULTAD DE ODONTOLOGIA DE LA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
PRESENTE

Por medio del presente me dirijo a usted para solicitarle su autorizacion y
apoyo para hacer uso de 12 unidades dentales de la clinica niamero 2, con el fin
de llevar a cabo mi proyecto de investigacion titulado “Estudio de la efectividad de
la plata coloidal respecto al gluconato de Clorhexidina en el control de biopelicula
de lineas de agua de alta velocidad de clinicas de la Facultad de Odontologia de la
UAEM, 2013” para sustentar el grado de Maestria en Ciencias Odontolégicas del
cual funge como tutora académica la Dra. en O. Norma Margarita Montiel Bastida y como
asesoras la M. en C.S. Sara Gabriela Maria Eugenia del Real Sanchez y la M. en
D.A.E.S. Rosa Isela Flores Chavez.

Agradeciendo de antemano su respuesta favorable a esta solicitud le envio un
atento y cordial saludo.

Atentamente:

C.D. Gauddy Lizeth Manzanares Leal
Alumna del primer periodo de la Maestria en Ciencias Odontolégicas
4a promocion.
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Toluca, Estado de México., a 1° de enero de 2013

DR. EN E. P. ALBERTO SALGADO VALDES

DIRECTOR DE LA FACULTAD DE ODONTOLOGIA DE LA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO
PRESENTE

Por medio del presente me dirijo a usted para solicitarle su autorizaciéon y
apoyo para hacer uso del Laboratorio de Biomédicas de esta facultad, con el fin
de llevar a cabo mi proyecto de investigacion titulado: “Estudio de la efectividad
de la plata coloidal respecto al gluconato de Clorhexidina en el control de
biopelicula de lineas de agua de alta velocidad de clinicas de la Facultad de
Odontologia de la UAEM, 2013” para sustentar el grado de Maestria en Ciencias
Odontolégicas del cual funge como tutora académica la Dra. en O. Norma Margarita
Montiel Bastida y como asesoras la M. en C.S. Sara Gabriela Maria Eugenia del Real
Sanchez y la M. en D.A.E.S. Rosa Isela Flores Chéavez.

Agradeciendo de antemano su respuesta favorable a esta solicitud le envio un
atento y cordial saludo.

Atentamente:

C.D. Gauddy Lizeth Manzanares Leal
Alumna del primer periodo de la Maestria en Ciencias Odontolégicas
4a promocion.
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Toluca, México, 1 de octubre de 2014

M. EN C.S. SARA GABRIELA MARIA EUGENIA DEL REAL SANCHEZ
COORDINADORA DE POSGRADO

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

UAEM

PRESENTE

Anticipando a usted un cordial saludo, por este medio le informamos que la C.D.
GAUDDY LIZETH MANZANARES LEAL estudiante de la maestria en ciencias
odontologicas concluyé satisfactoriamente el trabajo de tesis titulado “Eficacia
antimicrobiana de la plata coloidal en comparacion con el gluconato de clorhexidina para
el control de biopelicula de unidades dentales; 2013". Asi mismo entregd constancias de
participacion en eventos y documentacion relacionada con el proyecto de investigacion
mencionado.

Sin otro particular por el momento, se despiden de usted

’

Real Sanchez
TUTOR ADJUNTO

A.ES. Rosa MelaFlores Chivez
TUTOR AD)JUNTO

—\ —
Neclide ///0//(//3\@
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Toluca, México, 1 de octubre de 2014

M. EN C.S. SARA GABRIELA MARIA EUGENIA
DEL REAL SANCHEZ
COORDINADORA DE POSGRADO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
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| Universidad Auténoma
del Estado de México

Toluca. Méx., Octubre 01 de 2014

C.D. GAUDDY LIZETH MANZANARES LEAL
ALUMNA EGRESADA DE LA MAESTRIA EM CIENCIAS ODONTOLOGICAS

La que suscribe, M. EN C.S. Sara Gabriela Marla Eugenia del Real Sénchez, Coordinadora de Posgrado
de Ia Facuitad de Odontologia por medio de Ia presente, manifiesto que fa alumna egresada de la Maestria
en Ciencias Odontologicas, C.D. GAUDDY LIZETH MANZANARES LEAL ha concluido su tesis titulada
‘Eficacia antimicrobiana de ia plata cofoidal en comparacicn con el gluconato de clorhexidina para el control
de blopelicula de unidedes dentales 2013", per o que puede continuar con los tramites correspondientes
para su imprasién y los administrativos de examen de grado correspondiente

Sin mas por el memento. me despido.

ATENTAMENTE

PATRIA, CIENCIA Y TRABAJO FACULTAD Ot

"2014, 70 Aniversario de la Autonomia ICLA-UAEM" “°%'= -
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| 'Z -
M. EN C.S:Sara Gabriala Maria Eugenia del Real Sinc!
Coordinadora de Posgrado
Facultad de Odontologia
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/—_\

U AE M Universidad Auténoma
del Estado de México

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

Constancia

Gauddy Ligeth Manganares Leal, Norma Margar lov Montiel
A- Bastiday, Sarar Gabriela MawiavEugenio del Real Sanchesy,

Rosev Isela Floresy Chavey,; A ngeLVwosoSaLgado
Alberto-Salgado Valdéy.
PorobtangrebwT'ngER LUGAR enwla Modalidad de Cartel -
INVESTIGACION Ni Especialidad, Maestriay Doctorado cow
trabajo-titwlado
EFICACIA DE LA PLATA COLOIDAL PARA EL CONTROL DE
BIOPELICULA EN LINEAS DE AGUA DE UNIDADES DENTALES

En el V Congreso Internacional de Odontologia Integral “Una Nueva Vision”,
Evento conmemorativo al 50 Aniversario de la Facultad de Odontologiay
35 Aniversario de la Hermandad Melkai-UAEM-Asahi.

Celebrado en la ciudad de Toluca, Estado de México del 19 al 22 de marzo de 2014.

PATRIA, CIENCIA Y TRABAJO
“2014, 70 Aniversario de la Autonomia ICLA -UAEM”

-
e

M. EN C.S. JPALIO B. ROBLES NAVARRO
DIRECTOR
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Conferencia Panamericana
de sistemas de humedales para el
tratamiento y mejoramiento de la
calidad del agua

da

EL INSTITUTO MEXICANO DE TECNOLOGIA DEL AGUA
Y
LA UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DE PEREIRA

Certifican la asistencia y participacion de

Gauddy Lizeth Manzanares Leal

Con el poster:

Eficacia de la plata coloidal para el control de biopelicula en lineas de agua de unidades
dentales,
Gauddy Lizeth Manzanares Leal, Norma Margarita Montie! Bastida. Sara Gabriela Maria Eugenia del
Real Sanchez, Rosa Isela Flores Chavez, Angel Visoso Salgado

Segunda Conferencia Panamericana en Sistemas de Humedales para el Manejo

tratamiento y mejoramiento de la calidad del agua 2014, realizada en |a ciudad de Morelia,
Mexico, del 8 al 12 de Junio, en el Multicentro Holiday Inn, Morelia

/ ; ~
™Sin B
Armando Rlvas Herndndez Diego Paredes Cuervo

Comité Organizador Comité Organizador
IMIA Usiversidad
(=i ‘,.:.m /v
de Pereine AARLS UNVERSITEY
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Poster

Eficacia antimicrobiana de la plata coloidal para el
control de biopelicula de unidades dentales

Universidad Auténoma del Estado de México, Facultad de odontologia,
Centro de Investigacién y Estudios Avanzados en Odontologia

Gauddy Lizeth Manzanares Leal*, Norma Margarita Montiel Bastida, Sara Gabriela Maria Eugenia del Real Sanchez,
Rosa Isela Flores Chavez, Angel visoso Salgado, Alberto Salgado Valdes

Estadisticos descriptivos de UFC/ml encontradas en lineas de agua de
INTRODUCCION alta velocidad por porcién de manguera y por tratamliento

1

Porcentaje de microorganismos encontrados en lineas de agua de alta
velocidad de unidades dentales ulilizando agua filtrada. 2013
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Porcentaje de microarganismos encontrados en lineas de agua de alta
vaelogidad de unidades dentales utilizando Gluconato de Clorhexidina. 2013

Amesior  WMedia  WPmanor

Porcentaje de microorganismos encontrados en lineas de agua de alta
velocidad de unidades dentales utilizando Plata Coloidal. 2013

Test de Bonferroni para comparacion de medias de UFC/ml
Porcion de Pares de Diferencia de B Servalas 4 asi
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