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INTRODUCCION



1-INTRODUCCION.

Los equipos odontoldgicos reciben agua corriente a través de canerias domiciliarias, siendo
transportada desde los tanques de reserva primaria o fuentes de abastecimiento hasta las
caferias o canillas de los mismos. Por este motivo, dependiendo de la fuente, el agua
puede estar contaminada en menor o mayor medida con diversos gérmenes.
Consecuentemente, desde su ingreso a través de las caferias de entrada al equipo, hasta su
salida a las salivaderas, jeringas triples, turbinas, etc., el agua puede conducir organismos
tales como: hongos, bacterias, parasitos, etc. Se ha observado que ciertos microorganismos
suspendidos en el agua corriente (microorganismos planctonicos), se adhieren sobre las
cafierias y dispositivos y pueden dar lugar a la formacion de una pelicula bioldgica o
biofilm sobre los diferentes sustratos (Shanon ef al., 2000). Entre los factores mas
importantes que influyen en la susceptibilidad de la adherencia microbiana podemos
mencionar: la temperatura, la naturaleza del material, el didmetro que poseen los ductos de
agua en relacion al volumen del liquido que debe transportar la velocidad del flujo de agua,
los periodos de reposo a los que son sometidas las unidades dentales y las particulas que se
desprenden de las cafierias (Shanon ef al., 2000; Lee et al., 2001). Por otra parte, la carga
microbiana de la saliva y los desprendimientos de la placa dental durante los tratamientos,
constituyen fuentes adicionales de contaminacién que pueden inducir a la formacién de
biopeliculas (Walker et al., 2000; Wilson et al., 2005).

Durante el acto operatorio, los profesionales odontdlogos, auxiliares o pacientes, pueden
inhalar o tomar contacto con los gérmenes planctonicos a través de las microgotas que
quedan suspendidas en el aire con los microorganismos sésiles (que se hayan adheridos a
las superficies). Esta exposicion a los gérmenes puede dar lugar a infecciones (Williams et

al., 1996; Wirthlin et al., 2003).



En consecuencia, los biofilms formados en los distintos elementos que conforman el
equipo odontoldgico, asi como los microorganismos planctonicos, constituyen fuentes de
contagio de infecciones que es importante controlar, en relacion con la bioseguridad de los
profesionales y pacientes. Debido a la importancia de los procesos de contaminacion que
se producen en los equipos mencionados, diferentes entidades tales como Association
Dental Administration (ADA), Food and Drug Administration (FDA) y la Nacional
Sanitary Foundation (NSF) en E.E.U.U. y la Asociacion de Bioquimicos en la Argentina,
estan recomendando medidas de control. Entre dichas normas podemos citar el uso de
agentes antimicrobianos y de filtros en las salidas de agua corriente (ADA, 1999; Mayo et
al., 1999; Smith et al., 2001; Walker et al., 2003, Yabune et al., 2005).

De acuerdo a las consideraciones previas, el analisis de los procesos de formacion de
biofilms en los equipos odontologicos es de suma importancia y debe realizarse teniendo
en cuenta las diversas fuentes de bacterias y hongos que probablemente dan origen a

dichas biopeliculas.

1.1-Bacterias planctonicas y el biofilm.

Las bacterias planctonicas como ya se menciond, son aquellas que se encuentran
libres, flotando en un medio liquido. Se estima que solo el 1 % de las bacterias de los
conductos de agua corriente se encuentran en estado planctonico y el resto forman
biopeliculas o biofilms (Costerton et al; 1999; Néazar, 2007). Los biofilms se originan
cuando las bacterias planctonicas perciben una superficie, se adhieren a ella, y luego
envian sefiales quimicas para coordinar su diferenciacion genética y dan origen a colonias
estructuradas incluyendo el desarrollo de una cubierta protectora de polisacaridos (Davies

et al., 1998; Kolenbrander, 2000).



La interfase solido liquido entre la superficie de dispositivos y cafierias odontoldgicas
proporciona un entorno ideal para la fijacion y crecimiento de diversos gérmenes.
1.1.1-Biofilm. Etapas de formacion.

El biofilm puede definirse como una comunidad de microorganismos que se encuentran
embebidos en una matriz polimérica que les permite unirse entre si y al sustrato solido.
Dichos microorganismos muestran un fenotipo alterado en cuanto al grado de
multiplicacion celular o a la expresion de sus genes (Daeschel et al., 1998; Nazar, 2007).
El biofilm cumple un ciclo vital, en el cual las interacciones que realiza con el medio
ambiente son de fundamental importancia (Yang et al., 2000; Picioreanu et al., 2001). La

formacion del mismo se puede dividir en 4 etapas como se grafica en las Figuras 1.1-1.4.

1.1.1.a) Primera etapa: transporte y adhesion reversible.
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Figura 1.1- Primera etapa: Transporte y adhesion reversible. A: bacterias planctonicas con
adhesion reversible al sustrato, B: elementos de motilidad y adhesion bacterianos
(flagelos), C: sustrato solido, D: irregularidades del sustrato (rugosidades, porosidad,
herrumbre), E: diferentes especies bacterianas planctonicas.



Como se representa en la Figura 1.1, en esta primera etapa se produce el transporte de las
bacterias planctonicas pioneras (Figura 1.1.E) al sustrato solido (Figura 1.1.C). El
sustrato solido se halla modificado por la adsorcién de moléculas que constituyen una
pelicula condicionante que favorece la adhesion de bacterias. El proceso de adhesion
bacteriana inicialmente es reversible (Figura 1.1.A). Los elementos de motilidad (Figura
1.1.B) ayudan a las bacterias a alcanzar la superficie y contrarrestar las repulsiones
hidrofobicas. Una vez que las células toman contacto con la superficie pueden o bien
desplazarse sobre ella, o producirse la adhesion secundaria o irreversible. Las
irregularidades del sustrato (Figura 1.1.D) pueden afectar el proceso de adhesion
(Costerton et al., 1999).

Se considera que para que exista una interaccion entre la membrana del microorganismo y
el sustrato debe haber una distancia maxima de 50 nm (Moller et al., 1998; Purevdorj-
Gage et al., 2004; Abalos, 2005; Witehead e al., 2005). Cuando la bacteria se acerca a la
superficie, se produce una atraccion debido a las fuerzas de Van der Walls asociadas a un
efecto de atraccion entre atomos o moléculas (Yamamoto et al., 1998). Cuando a causa de
la densidad de la carga superficial que tienen las bacterias en su pared celular, aparece una
fuerza de repulsion deben intervenir otros factores para lograr el acercamiento. En algunos
casos, la accion de las dos cargas negativas es neutralizada aumentando la concentracion
de hidrogeniones en la interfaz (Moller et al., 1998; Purevdorj- Gage et al., 2004;
Witehead et al., 2005). Un ejemplo se presenta en la placa bacteriana supragingival, el
efecto repulsivo de las cargas negativas de los Streptococcus mutans y el esmalte dentario,

es neutralizado por los hidrogeniones salivales (Singleton ef al., 1997).



1.1.1.b) Segunda etapa: adhesion irreversible.

Figura 1.2- Segunda etapa: adhesion irreversible. B: flagelos y fimbrias. F: comunicacion
(quérum sensing), G: matriz polimérica, H: adhesion irreversible.

El transporte de los organismos se lleva a cabo por diferentes mecanismos fluidodindmicos
y por la actividad propia de la bacteria (uso de flagelos) (Trulear ef al., 1982; Costerton et
al., 2000; Purevdorj- Gage et al., 2004; Abalos, 2005).

La adhesion de las bacterias del biofilm a los diferentes sustratos depende, ademas de los
ya mencionados previamente, de factores fisicos, quimicos, eléctricos y biologicos
especificos (elementos propios de las bacterias tales como: flagelos, fimbrias, curli, etc.)
(Trulear et al., 1982; Hsu et al., 1994; Jones et al., 1995; Jonas et al., 2007). Cuando los
organismos perciben la superficie solida comienzan a utilizar elementos de locomocion y
adhesion tales como: fimbrias, pilis o flagelos y los curli (Figura 1.2.B). Las fimbrias son
finos filamentos de proteinas que se distribuyen sobre la superficie de la célula. Se
asemejan a delgados pelos que contribuyen en la adherencia bacteriana sobre los sustratos

solidos o a otras células, y son esenciales en los mecanismos de virulencia (Austin et al.,



1998). Las fimbrias son prolongaciones que primero deben superar la barrera de repulsion
electrostatica inicial que existe entre la bacteria y el sustrato antes de dar lugar a la
adhesion (Jones et al., 1995). Los flagelos también son prolongaciones celulares con
estructura algo mas compleja que las fimbrias, de origen proteico, que permiten la
motilidad y la adherencia celular. Los pilis, son apéndices celulares ligeramente mayores
que las fimbrias que participan en la transferencia de material genético entre las bacterias
mediante el mecanismo de conjugacion (Bos ef al., 1995). Este mecanismo de adhesion lo
poseen cierto tipo de bacterias Gram negativas como Pseudomona aeruginosa, Vibrio
cholereae, Escherichia coli, Salmonella enteric, que lo realizan por medio de fimbrias mas
complejas o adhesinas denominadas tipo IV. Los curli son delgados filamentos también de
origen proteico, que forman verdaderas redes para entrelazar las bacterias entre si, lo cual
les permite realizar una adhesion de tipo irreversible sobre la superficie solida (Characklis
et al., 1983; Costerton et al., 2000). En la adhesion irreversible (Figura 1.2.H) también
participan finas fibrillas de la matriz polimérica (Figura 1.2.G). Las caracteristicas
fisicoquimicas superficiales de los sustratos (composicion, rugosidad, hidrofobicidad)
también juegan un papel muy importante en el mecanismo de la adhesion (Zobel, 1943).
Sin embargo, debe tenerse en cuenta que dichas caracteristicas se modifican debido a la
formacion de peliculas condicionantes constituidas por sustancias organicas, muchas
veces excretadas por las bacterias pioneras (Guerrero et al., 2001; Serrano-Granger et al.,
2005). Otros factores que favorecen la adhesion son: la velocidad del flujo, la temperatura
del agua, la concentracion de los nutrientes, etc. (Costerton et al., 1995; Bradshaw et al.,

1996; Boulange et al., 1997; Shanon et al., 2000; Purevdorj-Gage et al., 2004).



1.1.1.c) Tercera etapa: propagacion y crecimiento del biofilm.

Figura 1.3- Tercera etapa: propagacion y crecimiento del biofilm. G: matriz polimérica,
J: crecimiento y reproduccion, K: poros o canales, L: desplazamiento bacteriano o
swarming sobre la superficie.

Esta es la etapa de expansion (“spreading”), crecimiento y reproduccion bacteriana.
Una vez que las células pioneras se hallan adheridas comienzan a movilizarse sobre la
superficie y se van extendiendo utilizando todo tipo de movimientos grupales como
swarming o gliding (Figura 1.3.L) (Ariza Barrera et al., 1999; Daniels et al., 2004). El
fenomeno de swarming (Figura 1.3.L) se caracteriza por la formacion de una biopelicula
que se extiende a partir de pequefias colonias por el movimiento y la reproduccion de las
bacterias. La motilidad esta facilitada por bacterias diferenciadas mas largas que se unen
para desplazarse formando pequefias balsas (Figura 1.3.L) (Herndndez ef al., 1993; Zhang
et al., 1994; Ariza Barrera et al., 1999; Kolenbrander et al., 2000; Recht et al., 2001).
El gliding es otro fendomeno de deslizamiento bacteriano que sucede sin la presencia de
elementos especializados. En algunos casos la velocidad de dicho desplazamiento es de 10
um/seg. Para que ello ocurra deben existir ciertos factores tales como secrecion de

polisacaridos y surfactantes (Hernandez et al., 1993; Lewandowsky et al., 1994).



Finalizada la expansién o “spreading” sobre la superficie, la produccion masiva de
exopolisacaridos (Figura 1.3.G) les permite adherirse irreversiblemente y constituir una
estructura tridimensional donde se reproducen (Figura 1.3.J) y adhieren otras bacterias
(Dagostino et al., 1991; Stoodley et al., 2002; Rasita et al., 2003). También se congregan
otras especies bacterianas formando consorcios mediante asociaciones especificas (Moller
et al., 1998). Dichos consorcios muestran una arquitectura particular que contiene poros y
canales para favorecer la circulacion de nutrientes dentro de la matriz polimérica (Figura
1.3.K) (Zhang et al., 1994; Camesano et al., 2000; Branda ef al., 2005).
1.1.1.d) Cuarta etapa: maduracion y desprendimiento.

Cuando el biofilm ha madurado, algunas de sus células o grupos de las mismas se
desprenden (Figura 1.4.M) y pueden colonizar nuevas superficies (Figura 1.4.N)
(Lewandowsky et al., 1994; Stoodley et al., 2002; Serrano-Granger et al., 2005). El
desprendimiento puede producirse como un proceso bioldgicamente programado o por
causas mecanicas tales como la erosion. Se habla de ésta, cuando el biofilm es desprendido
por colision de particulas o friccion con el liquido circundante (Kolbel-Boelke et al.,
1988).

Consecuentemente, un biofilm puede desarrollarse a partir de células planctonicas o a
partir de células o porciones de biopeliculas desprendidas de otro biofilm manteniendo
total o parcialmente las propiedades de la biopelicula de la cual procede (Yang et al., 2000;

Purevdorj-Gage et al., 2004).



Figura 1.4- Cuarta etapa: Maduracion y desprendimiento de bacterias y porciones de
biofilms. M: porciones de biofilms desprendidos, N: Algunas bacterias forman un nuevo
biofilm en otro sitio.
1.1.2- Composicion del biofilm.

El biofilm estd compuesto por bacterias que representan entre un 15% y un 20 % del
volumen, y el resto esta constituido por una matriz de glicocalix (Figura 1.3.G) que
contiene material celular e inorganico (Zhang et al., 1994; Branda et al., 2005).

Los polisacaridos producidos por las mismas bacterias (polimeros extracelulares o
exopolisacaridos) son sustancias que tienen cargas neutras o polianidnicas y que,
eventualmente pueden actuar como nutrientes para distintas especies de bacterias cuando
escasean los mismos. Los consorcios se organizan en forma de microcolonias que se van
superponiendo de forma tal que dejan espacios intersticiales huecos, que constituyen
canales de agua. Estos permiten el flujo de liquido y cumplen la funcién de un sistema
circulatorio primitivo de transporte y difusion de nutrientes y oxigeno a las bacterias que se
hallan en los estratos mas profundos. También son un mecanismo de desecho metabdlico

(Kolbel- Boelke et al., 1988; Zhang et al., 1994; Costerton et al., 1995). Por otra parte cabe



mencionar que en la estructura tridimensional del biofilm existen ambientes con diferentes
concentraciones de nutrientes, oxigeno y pH, lo que permite la proliferacion de bacterias
anaerobias. En los biofilms aerdbicos las zonas mas externas son metabdlica-mente mas
activas que las zonas profundas (Moller et al., 1998).

La estructura y composicion del biofilm, por lo tanto, depende de un gran numero de
variables tales como las caracteristicas del sustrato, de los microorganismos y de las

caracteristicas del medio ambiente (Vieira et al., 1993; Parsek et al., 2000; Lasa, 2006).
1.1.3-Comunicacion y genética en la formacion del biofilm.

Una vez que las bacterias se hallan adheridas al sustrato, comienzan a comunicarse entre si
y entre las diferentes especies. Para ello, utilizan una serie de sefiales quimicas
coordinadas, que les permiten interactuar entre célula y célula. Esta comunicacion
denominada quodrum sensing (Figura 1.2. F), se realiza a través de pequefias moléculas
mensajeras (Parsek er al., 2000). Estas sefiales quimicas, les posibilitan detectar la
presencia de microorganismos vecinos, determinar la poblacion existente y responder a
eventuales cambios ambientales (Davies et al., 1998; Daniels et al., 2004; Davey et al.,
2006). Cada bacteria que se fija a la superficie produce moléculas a modo de sefial, por lo
cual, a mayor numero de bacterias unidas, aumenta la concentracion local de esta senal.
Posteriormente, en el interior de las bacterias, se inducen diferentes expresiones quimicas,
y de esta manera, se produce la diferenciacion de las bacterias constituyentes del biofilm
(Moller et al., 1998; Loo et al., 2000). Las bacterias Gram positivas, utilizan generalmente
oligopéptidos modificados como sefial y las bacterias Gram negativas se comunican
mayoritariamente mediante las acil-homoserina-lactonas (Ashwell et al., 1982; Parsek et
al., 2000; Nézar, 2007). Los microorganismos también poseen un receptor que puede
detectar especificamente al autoinductor correspondiente. Por otra parte, cuando éste queda

unido al receptor, se activa la trascripcion de determinados genes, incluyendo aquellos
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utilizados para la sintesis del inductor (Bos et al., 1995; Davies et al., 1998). Después que
en el medio se acumula una suficiente cantidad del autoinductor, éste activa un receptor

especifico (Gibbons et al., 1983; Haverstein et al., 1996; Blehert et al., 2003).

1.2- Biofilm de la cavidad bucal.
Como se menciond previamente, la cavidad oral de los pacientes es una fuente de
contaminacion microbiana. El biofilm oral es considerado como un prototipo o ejemplo de
convivencia microbiana. Las bacterias que se encuentran en la saliva son planctdnicas, por
hallarse suspendidas en un medio liquido, mientras que las bacterias adheridas a las
superficies duras (diente, implantes, reconstrucciones, protesis, etc.) forman una pelicula
gelatinosa adherente (biofilm) conocida como “placa dental”. La misma es el principal
agente etioldgico de la caries dental y de las enfermedades periodontales (Serrano-Granger
et al., 2005; Barrancos Mooney et al., 2006). Las bacterias orales de la placa dental
constituyen una colonizaciéon mixta producida sobre los tejidos dentarios: esmalte y
cemento. Tal asociacion deriva de la coagregacion de bacterias orales que se reconocen y
comunican entre si. En estudios realizados sobre el biofilm oral, se han descubierto genes
bacterianos que definen su desarrollo y que son diferentes a los hallados en la vida
planctonica. Por su ubicacidon o tejidos que cubren se distinguen dos tipos de placa: la
supragingival y la subgingival (Cadwell et al., 1997).

1.2.1-Placa supragingival.

La placa dental es definida como una entidad bacteriana proliferante que se adhiere
firmemente a las superficies dentarias y que por su actividad enziméatica y metabolica actiia
como agente etioldgico de la caries dental (Marcantoni, 1999). La cavidad bucal constituye
un sistema heterogéneo y complejo, en el cual los elementos anatomofisiologicos son

determinantes para el desarrollo del biofilm. En ella las fosas, fisuras, elementos protéticos,
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crevice gingival y saliva, actuian en forma directa o indirecta en la retencion de los
microorganismos orales. Los mismos se adhieren a las superficies, mucosas y las piezas
dentarias mediante los diferentes mecanismos de adherencia descriptos. En contacto con
determinados nutrientes estos microorganismos se relacionan con la pelicula adquirida que
cubre las piezas dentarias a través de una matriz de polisacaridos. Como consecuencia de
estas situaciones, desarrollan un sistema heterogéneo sobre el que crecen, se reproducen y
generan acidos, como producto del metabolismo de los hidratos de carbono, pudiendo dar
origen a las diferentes patologias dentarias (Loesche, 1988; Marcantoni et al., 2000;
Guilarte et al., 2004; Bing-Yang et al., 2005).

La ampliacion de la temética de los biofilms de la cavidad bucal y de los microorganismos

que los constituyen se encuentra en el Apéndice I.

1.3- Equipos odontologicos. Tipos de sustratos y microorganismos asociados a la
formacion del biofilm.

Desde hace varias décadas es preocupante para diversos investigadores y entidades
de la Salud (ADA, FDA, etc.) el problema que presenta la formacién del biofilm en las
tuberias internas de las unidades dentales (ADA, 1999). El medio acuatico que circula por
éstas es un reservorio de microorganismos planctonicos, metabolitos organicos, minerales
del agua y de particulas que se desprenden de las cafierias que pueden dar origen a la
formacion de un biofilm. Las sustancias organicas son adsorbidas por las superficies
formando la capa condicionante, que sufre permanentes modificaciones debido a los
diferentes factores ambientales. Los microorganismos que mas colonizan las unidades
dentales son en general los hongos y protozoarios flotantes (Shanon et al., 2000;
Szymanska, 2005a). El desprendimiento de microorganismos de las paredes lisas y
estrechas de los ductos metalicos, puede inducir la colonizacidn de otras regiones (turbinas,

jeringas triples, salivaderas, etc). Asi, frente a un flujo o turbulencia intensa, se podria
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liberar mayor cantidad de porciones de biofilm, y, tal como se explicd previamente,
podrian desprenderse de la superficie de las caferias para iniciar su ciclo vital en otro sitio
(Yamamoto et al., 1998; Yang et al., 2000). Ademas, el nivel de estrés ambiental puede
favorecer este desprendimiento. El estrés ambiental, estd referido a los cambios genéticos
de adaptacion que sufren ciertas bacterias, debido a las variaciones del medio ambiente
(por ejemplo, cuando hay agregado de un biocida como hipoclorito de sodio), en algunos
casos modificando sus fenotipos (Vieira et al,, 1993; Stoodley et al., 1998; Loo et al.,
2000; Linton et al., 2001; Sanchez Rodriguez, 2005).

Otro de los factores ambientales que juega un papel muy importante en las variaciones de
la composicion del biofilm es la suciedad. Se entiende por tal, a la formacién de depdsitos
provenientes de distintas fuentes, por ejemplo de la superficie de los equipos,
disminuyendo significativamente la calidad de su funcionamiento y su vida util (Williams
et al., 1993). Las formas de suciedad relacionadas con la formacion de la biopelicula en
los equipos odontologicos son: la suciedad bioldgica, la particulada y por precipitacion. Se
entiende por suciedad biologica, la adherencia de los microorganismos y la elaboracion de
productos metabdlicos a partir de estos. Estos sedimentos pueden depositarse en los
distintos componentes del equipo dental como cafierias, jeringas triples, turbinas y
salivaderas. Las porciones de biofilm desprendidos, los fluidos orgénicos de la cavidad
bucal, que contienen microorganismos en suspension y las particulas de placa dental de
los pacientes pueden adsorberse o depositarse sobre las paredes de dichos dispositivos
(Characklis, 1985; Pankhurst et al., 1993; Monteiro de Souza-Gugelmin et al., 2003;
Szymanska, 2005a).

La suciedad por corrosion bioldgica se produce como consecuencia de la corrosion
inducida por los microorganismos (Characklis, 1985; Gaylarde, 1990; Videla et al., 1992;

Ferrari et al., 1995). Suciedad particulada es la acumulacion de particulas solidas muy
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divididas que serian arrastradas por la corriente o se desprenden de las caferias. La
suciedad por precipitacion, consiste en la precipitacion de sustancias previamente disueltas
en el medio liquido sobre la superficie solida (Characklis, 1983; Williams et al., 1996).
Debido a las diversas fuentes de contaminacion que confluyen sobre las salivaderas las
mismas constituyen un dispositivo de particular interés para el analisis de las condiciones
de bioseguridad. Sin embargo, existen escasos estudios con referencia al grado de
contaminacion de las mismas.

1.3.1- Especies de microorganismos mas frecuentes hallados en el biofilm de las
cafierias internas de los equipos odontologicos.

Son diversas las especies bacterianas halladas en las biopeliculas formadas y en el
agua que circula por las cafierias internas de los equipos odontolégicos. Entre los ejemplos
mas conocidos de microorganismos productores de enfermedad que se han citado en otros
paises se encuentran: Aeromonas spp., Legionella pneumophila (L. pneumophila)
Mycobacterium spp., Vibrio spp., Campilobacter spp., Salmonella spp., Staphilococcus
aureus (S.aureus) y Pseudomonas spp. En el caso caso de la P. spp. (Amow et al., 1985;
Armon et al., 1997; Benson et al., 1998; O'Toole et al., 1998; Cucarella et al., 2001) los
flagelos son los elementos morfoldgicos que permiten la adhesion y movilidad de estas
bacterias sobre la superficie metalica de las cafierias, y su incorporacion a los consorcios
bacterianos ya formados. Su presencia en los ecosistemas acudticos, induce a que cambien
las caracteristicas del medio ambiente y en esas condiciones podria congregarse otro
morfotipo bacteriano oportunista (Gaylarde et al., 1990; Merino et al., 2001). Esas
bacterias planctonicas pueden ser transportadas por el agua de las tuberias hasta las
salivaderas dentales pudiendo permanecer en el ambiente durante varios dias, ya que son
resistentes a los agentes antimicrobianos utilizados habitualmente.

La L. pneumophila es una bacteria que fue hallada en Espana en el 68% de los equipos

odontologicos. En algunos casos reportados (Stuot et al., 1997; Barbeau, 2000), la
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poblacion excedio las 1000 UFC/ml. Al ser su habitat de preferencia el medio acuético y
poder desarrollarse a temperaturas que oscilan entre los 30° C y los 40° C, podemos decir
que los ductos odontoldgicos son medios ideales para su desarrollo. La importancia de su
deteccion radica que es la causante de un 90 % de los casos de neumonias que requieren
hospitalizacion (Wadowsky et al., 1995).

Las bacterias del género Mycobacterium spp. (M. spp.) también son peligrosas en los
ambientes de salud. El M. tuberculosis se transmite generalmente por via inhalatoria,
pudiendo quedar suspendida en el ambiente por periodos de 90 dias. Otra especie de facil
adhesion a las diferentes superficies solidas es el M. smegmatics. Esta es una de las 60
especies de Mycobacterium, que puede actuar como germen oportunista de los medios
hidricos. Otras variedades de este género que fueron encontradas en las unidades dentales
son M. fluorescens, M. simiae, M. gordoneae (Recht et al., 2001).

El género Vibrio spp. (V. spp.) ha sido hallado en diversas regiones del mundo en napas
de agua corriente contaminadas por deshechos organicos, pudiendo de esta manera
transmitirse a las lineas de agua dentales. El V. cholereae, es la especie causante de colera,
provocando intensas diarreas sobre todo en nifios de entre 1 y 5 afios de edad, provocando
120.000 muertes al afio en el mundo (Faruque ef al., 1998).

1.3.2-Caiierias de los equipos odontoldgicos, jeringas triples y turbinas.

La mayoria de los equipos odontoldgicos, tal como se menciond previamente,
poseen en su interior un circuito de cafierias generalmente metalicas que acttian como
conductoras del agua corriente hacia diferentes dispositivos que poseen las unidades
dentales. El estrecho didmetro de las mismas y las curvaturas y los angulos que describen
favorecen la retencion de sedimentos y la formacion del biofilm (Shanon et al., 2000). El
sistema de agua de dichas unidades dentales puede ser el origen de muchas infecciones, ya

que por esta via puede circular una gran variedad de microorganismos planctonicos. La
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FDA en E.E.U.U. ha establecido que la carga méxima de bacterias aerdbicas, mesofilas y
heterétrofas en el agua de los aerosoles del equipo dental (jeringas triples y turbinas) para
los procedimientos no quirargicos puede ser de 200 UFC/ml (Unidades formadoras de
colonias por mililitro), mientras que el Codigo Alimentario Argentino, establece que la
cantidad de bacterias mesofilas Gram positivas aerobias no debe exceder las 500 UFC/ml
(Codigo Alimentario Argentino, 2007).

Es importante considerar que el agua del equipo dental puede ser ingerida (al cargar los
vasos para enjuagues) o inhalada por el paciente, en forma directa o de aerosol, a través de
las jeringas triples o turbinas. Por ese motivo se ha vinculado la presencia de flora nasal
oportunista no habitual, en profesionales y personal auxiliar de odontologia, asociado a la
contaminacion del sistema de agua antes mencionado. Ademés se ha demostrado que
ciertos dispositivos utilizados en la cavidad bucal del paciente (turbinas, eyectores de
saliva y jeringas triples), fueron contaminados por la flora presente en la cavidad bucal de
los pacientes (Williams et al., 1993; Charland et al., 1994; Wirthlin et al., 2003; Butler et
al., 2005). Por estas razones la ADA indica que aquellos consultorios que no establezcan
medidas para el control de la calidad del agua podrian tener conteos microbianos que
alcancen 1.000.000 de UFC/ ml en ciertos sitios tal como las cafierias de los equipos
dentales.

1.3.3- Salivaderas dentales.

De acuerdo a lo descripto previamente, debido a su conexion con diversas fuentes de
contaminacion las salivaderas dentales pueden ser verdaderos habitats de consorcios
bacterianos que pueden ser portadores de infecciones durante la atencion odontologica. Tal
como se ha visto, la naturaleza y caracteristicas superficiales del sustrato cumplen un rol
fundamental en la formacion de un biofilm. Por lo tanto, en el caso de las salivaderas, entre

los principales elementos se encuentran la composicién y estructura superficial de los
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materiales de confeccion de las mismas, que puede caracterizarse a través de la altura de la
rugosidad (Ra). Podemos definir a esta ultima como a la altura promedio del conjunto de
irregularidades que forman el relieve de una superficie, definida convencionalmente dentro
de los limites de la zona, en la que se no consideran ni errores de forma ni ondulaciones
(Instituto Argentino de Racionalizacion de Materiales, 1964; Hinojosa et al., 2001;
Witehead et al., 2004). Normalmente, la acumulacion bacteriana comienza por las zonas
mas irregulares del sustrato, asociadas frecuentemente a los elementos y a los métodos de
higiene utilizados.

Otro factor a tener en cuenta es el formato de las salivaderas dentales. Las esféricas
permiten un mayor arrastre de particulas por el fluyjo y baja retencion de fluidos
contaminados, debido a que no presentan marcadas angulaciones. Las de uso mas
frecuente en los consultorios odontoldgicos de nuestro pais son salivaderas esféricas de: a)
acero inoxidable b) ceramica y c) opalina.

1.3.3.a) Salivaderas de acero inoxidable.

Las salivaderas de acero inoxidable responden a un formato universal en cuanto a su forma
y tamafio: son esféricas de aproximadamente 30 cm de didmetro. El acero inoxidable
contiene cromo, niquel y molibdeno. Estos elementos le ofrecen brillo y resistencia a la
corrosion, sobre todo en superficies expuestas a la humedad como son las salivaderas
dentales. El cromo le confiere resistencia a la corrosion localizada que deteriora el material
y favorece la adhesion microbiana. Los aceros austeniticos aconsejados para salivaderas
dentales y para instrumental médico y odontoldgico, presentan la superficie mas lisa que
la superficie de los aceros ferriticos (Benedetti et al., 2000; Kazemi Reza et al., 2000;

Irvin et al., 2001; De Mello et al., 2006, Wozniak et al., 2006).
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1.3.3.b) Salivaderas de ceramica.
Con el transcurso del tiempo, esta clase de salivaderas ha sido modificada en cuanto a su
formato y tamano. En la actualidad se confeccionan con el formato universal antes
mencionado para las de acero inoxidable. La ceramica de confeccion para esta clase de
lavabos, contiene como elemento base la arcilla blanca. La estructura de la ceramica
utilizada para la confeccion de salivaderas dentales le confiere mayor porosidad al sustrato
(Bernal et al., 2003). Otra particularidad de este tipo de materiales es la resistencia al
agrietamiento o resquebrajamiento, como consecuencia de su coccidn a altas temperaturas.
Como estos materiales durante su coccidon van sufriendo contracciones o variaciones en su
superficie, pueden predisponer la adhesion de las bacterias con mayor facilidad. Para
ofrecerles brillo y disminuir la rugosidad se las somete a un bafio de esmalte de titanio
(Rondon et al., 1997; Bernal et al. 2003).
1.3.3.¢) Salivaderas de vidrio opal (opalina).

En la actualidad este tipo de salivaderas también responden al formato universal. El vidrio
comun es una estructura sélida formada por diversos silicatos. Este material, resulta de la
uniéon de silice con dos o mas o6xidos metalicos. Los materiales vitreos en general, se
caracterizan por no hallarse en estado so6lido o liquido, sino que adoptan un estado vitreo.
El mismo se forma por el endurecimiento de silice luego de fundirla. Estos son menos
porosos que las cerdmicas. En el caso del vidrio opal, a la mezcla de silicio, bario y
fosforo, se le adiciona una mezcla de borosilicato durante su coccion, que le confiere
opacidad, lo cual le permite reducir su rugosidad. Posteriormente, para darle brillo y color

blanco se lo somete a un bafio de 6xido de titanio (Meléndez-Martinez et al., 2005).
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1.4- Problematicas de la contaminacion de los equipos odontoldogicos en la ciudad de
La Plata.

En la ciudad de La Plata los consultorios odontoldgicos pueden recibir agua potable desde
distintas fuentes primarias. Las medidas de higiene tomadas por los profesionales en sus
consultorios no son uniformes, como asi tampoco el disefio y composicion de los
dispositivos que conforman el equipo odontoldgico (Butler et al., 2002).

Tal como se ha descripto, tanto las fuentes de agua potable, el disefio y materiales
constituyentes de las unidades dentales, asi como la salud bucal del conjunto de pacientes
atendidos, son factores muy importantes a la hora de evaluar el grado de contaminacion
microbiana de los elementos (salivaderas, turbinas, eyectores de saliva, jeringas triples,
etc), con los que interactian el paciente, los profesionales y el personal auxiliar de la
odontologia. Otro de los problemas de particular importancia derivados de la formacion del
biofilm en las salivaderas dentales es la contaminaciéon ambiental. La misma podria ser
causada por los deshechos que se eliminan desde la salivadera hacia el sistema cloacal
provenientes del enjuague y de los pacientes y cuando son higienizadas (Butler et al,
2006).

Debido a su importancia en lo que respecta a la bioseguridad de profesionales y pacientes
el objetivo de este trabajo es evaluar la contaminacion de los equipos odontoldgicos que
trabajan con el agua de red en la ciudad de La Plata. Siendo las salivaderas un elemento
donde confluyen tanto el agua que atraviesa el equipo odontoldgico como la saliva de los
pacientes, se ha analizado particularmente la formaciéon de biopeliculas sobre este
dispositivo. Con este propdsito se han evaluado los diversos factores que podrian
contribuir a dicho proceso entre ellos: la influencia a) de la carga de microorganismos
proveniente de la fuente de agua potable, b) del biofilm formado sobre las cafierias de los

equipos odontoldgicos, ¢) de la carga microbiana presente en la saliva de los pacientes, d)
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de las caracteristicas fisico quimicas de las salivaderas y e) del periodo de exposicion del

material en los servicios de limpieza.
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2- OBJETIVOS.

2.1- General.
Estudiar comparativamente la contaminacién microbiologica de salivaderas dentales de
tres materiales diferentes (acero inoxidable, ceramica y opalina).
2.2- Particulares.
1- Evaluar la infuencia sobre la formacion de biofilms en las salivaderas dentales de los
siguientes factores:
a- La composicion y rugosidad de las salivaderas.
b- La carga microbiana del agua corriente que provee los equipos dentales de 59 con-
sultorios de dos regiones diferentes (Z1 y Z2) de la ciudad de La Plata.
c- La contaminacion del agua durante su recorrido por el equipo odontolégico.
d- La carga micorbiana proveniente de la cavidad bucal de 50 pacientes sin enferme-
dad periodontal en atencion odontoldgica en los consultorios evaluados.
e- El periodo que transcurre durante los servicios de limpeza de las salivaderas.
2- Analizar estadisticamente los resultados a fin de determinar los factores que influyen
significativamente sobre la contaminacion de las salivaderas.
3- Evaluar la importancia clinica de los resultados obtenidos y elaborar recomendaciones

de bioseguridad.
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3- MATERIALES Y METODOS.

3.1- Seleccion, preparacion y analisis de los sustratos.
Con el objeto de estudiar la adherencia de los microoorganismos se seleccionaron,
preprararon y analizaron sustratos provenientes de salivaderas dentales de distinta
composicion. Se seleccionaron salivaderas en desuso de tres materiales diferentes,
provenientes de consultorios de La Plata. Se cortaron trozos que fueron utilizados para los
ensayos tal como se describe en la seccion siguiente.

3.1.1-Seleccién de las salivaderas.
Se seleccionaron 6 salivaderas dentales en desuso, 2 de acero inoxidable, 2 de ceramica y 2
de opalina. Los criterios de inclusion considerados fueron: que el periodo de uso de las
salivaderas dentales haya sido entre 5 y 10 afios, que pertenecieran a equipos
odontologicos provistos con agua corriente, que las salivaderas dentales tuvieran un
desagiie central, que la salida de agua corriente fuera metalica y que todas se hallaran en
condiciones de higiene semejantes. Se excluyeron las salivaderas dentales que hubieran
pertenecido a consultorios odontoldgicos con escasa afluencia de pacientes.
Para realizar los diferentes estudios fisicos y quimicos las salivaderas dentales se
sometieron a los siguientes procedimientos:
Se limpiaron con papel de lija al agua extrafina, tratando de no alterar las caracteristicas
fisicas de los materiales. Luego se lavaron con agua corriente, para posteriormente realizar
los cortes. Se seleccionaron para ello dos zonas. La primera correspondié a los bordes
externos (poco expuestos al fluido salival y al flujo de agua corriente), usando esta como
muestras control. La segunda correspondié a paredes internas cercanas a las rejillas de
desagiie que tenian otras caracteristicas superficiales (expuestas al flujo de agua corriente y

al fluido salival), y sometidas a procesos de limpieza més frecuentes y profundos.
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3.1.2- Preparacion y analisis de la superficie de los sustratos.

Se realizo un andlisis de la rugosidad de cada uno de los materiales con el proposito de
relacionar esta caracteristica fisica de los sustratos inorganicos con la posible adhesion de
microorganismos sobre los mismos. Para ello se llevaron a cabo los siguientes pasos:

3.1.2.a) Preparacion de los sustratos.
Se realizaron cortes de cada uno de los materiales (acero inoxidable, ceramica y opalina)
en las dos zonas indicadas previamente: bordes externos y paredes internas cercanas a las
rejillas de desagiie de las salivaderas dentales. Las dimensiones de los cortes fueron 1 cm?
de base, por no mas de 0,5 cm de altura. Para realizar los cortes se utilizaron piedras de
diamante y cortadora eléctrica marca Rems, perteneciente a la Facultad Regional
Tecnologica de la Universidad Regional de La Plata (URTULP). Dichos sustratos fueron
lavados con un equipo de ultrasonido marca Philips de 40 W durante 10 minutos, para la
eliminacion de las impurezas producidas por los cortes. Posteriormente se secaron con
papel absorbente descartable, manteniéndose en frascos de vidrio con tapones de algodon
estériles hasta su andlisis.

3.1.2.b) Andlisis de la superficie.
Se analiz6 la rugosidad de cada uno de los cortes con un rugosimetro marca Hommel
Tester T 1000, perteneciente al Servicio de Investigacion BIOMAT, de la Universidad
Regional de La Plata. Dicho equipo registra la rugosidad con una precision de 0.01 pm.
El pardmetro utilizado para cuantificar la rugosidad fue el parametro propio de la
distribucion estadistica de alturas del perfil o superficie bajo analisis, la altura de la
rugosidad (Ra), medida en um. Ra es el promedio aritmético de los valores absolutos de
todas las ordenadas dentro de la carrera de medicion total (Im) luego del fitrado de

desviaciones de formas y la mayor parte de la ondulacion.
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L: longitud del muestreo (medida en mm) y x: corresponde a las medidas a partir de la
linea central (en um).

La foérmula utilizada para el calculo de Ra: 1

Ra= Jo ly/xd/

Lm

y
Cresta /\ \ /\/\
Linea central
(Lm) Pl ‘
-

Valle /

L|

Figura 3.1- Rugosidad promedio. L: distancia de la muestra
analizada, Lm: linea media, x. medidas a partir de la linea

Se tomaron ademas microfotografias con un Microscopio Electronico de Barrido (MEB)
marca Philips modelo 500, con detector de membrana ultrafina, perteneciente al Servicio
de Microscopia Electronica del CINDECA (Centro de Investigacion y Desarrollo en
Ciencias Aplicadas) y en el caso del acero inoxidable, también se utiliz6 el microscopio de
AFM del INIFTA (Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas y Aplicadas).
3.1.3- Andlisis de la rugosidad por Microscopia de Fuerza Atémica (AFM)

Para el andlisis de la rugosidad del acero inoxidable fue utilizado un microscopio de Fuerza
Atomica marca AFM Nanoscope III a Digital Instruments, perteneciente al Departamento

de Microscopia del INIFTA. Se midié un 4rea de 75 x 75 pm’. Los demas materiales no
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pudieron ser analizados debido a que el espesor de los cortes superaba al maximo admitido
por el equipo.
3.1.4- Analisis de la composicion de los sustratos.
Se realiz6 el analisis de la composicion quimica de los sustratos con el fin de comprobar la
influencia de la misma sobre la adherencia de las bacterias. Para el estudio de la
composicion quimica de las muestras de las salivaderas dentales se realizaron los pasos
siguientes. Se obtuvieron 16 cortes de cada tipo de salivaderas dentales, 8 cortes
pertenecieron a bordes externos y 8 cortes correspondieron a las paredes internas cercanas
a las rejillas de desagiie. Cada uno de ellos fue lavado por ultrasonido (consultar item
3.2.2.a) y secado con papel absorbente a temperatura ambiente.
3.1.4.a) Analisis EDAX.

Se analiz6 la composicion quimica semicuantitativa de cada uno de los materiales
mediante EDAX (Energy Disperse X ray Analisis), (ver item 3.2.2.b). En este caso se
analiz6 la composicion superficial del material hasta una profundidad aproximada de 1um
los resultados de la composicion de los sustratos se detallan en las Tablas 3.1 y 3.2, y en

las Figuras 3.2-3.4.
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Tabla 3.1-Composicion del acero inoxidable obtenida por anélisis EDAX.

Componentes Peso en % (Wt) Peso en % (Wt)
corte 1 corte 2

Hierro 72,45 74,02
Cromo 14,12 14,40
Oxigeno 7,58 7,03
Silicio 3,30 2,53
Aluminio 1,48 1,21
Sodio 1,06 0,81
Total 100 100

Corte 1: corresponde a un corte de acero inoxidable del borde externo de una salivadera.
Corte 2: corresponde a un corte de acero inoxidable de la pared interna proxima al desagiie
de una salivadera.

Como se observa en la Tabla 3.1 y en las Figuras 3.2.a y 3.2.b el hierro fue el elemento
predominante en ambos cortes de salivadera dental de acero inoxidable, encontrandose en

orden decreciente de % cromo > oxigeno > silicio > aluminio > sodio, ellos corresponden

a un tipo de acero inoxidable ferritico.
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EA200VACEROT . spc
Label A: acerol

Fe

2.00 4.00 G.00 8.00 10.00 12.00 14.00

Figura 3.2.a- Analisis EDAX de la composicion de un corte de acero inoxidable del borde
externo de una salivadera dental. Los elementos encontrados fueron: Fe: hierro, Cr: cromo,
O: oxigeno, Si: silicio, Al: aluminio y Na: sodio.

EX2007VACEROZ.5pc
Label A: acero?

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

Figura 3.2.b- Andlisis EDAX de la composicién de un corte de acero inoxidable de la
pared interna proxima al desagiie de una salivadera dental. Los elementos registrados
fueron: Fe: hierro, Cr: cromo, O: oxigeno, Si: silicio, Al: aluminio y Na: sodio.
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Tabla 3.2 Composicion de la ceramica obtenida por analisis EDAX.

Componentes Peso en % (Wt) | Peso en % (Wt)
corte 1 corte 2
Silicio 64,85 73,31
Oxigeno 16,23 16,39
Aluminio 7.77 3.91
Calcio 4,99 2,26
Sodio 3,57 1,91
Potasio 2,59 1.22
Total 100 100

Corte 1: corresponde a un corte de ceramica del borde externo de una salivadera dental.
Corte 2: corresponde a un corte de cerdmica de la pared interna proxima al desagiie de
una salivadera.

Tal como muestra la Tabla 3.2 y las Figuras 3.3.a y 3.3.b los resultados de la

composicion de la cerdmica obtenidos por sistema EDAX fueron en orden creciente de %

potasio < sodio < calcio < aluminio < oxigeno < silicio.
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Figura 3.3.a- Analisis EDAX de la composicion de un corte de ceramica, del borde
externo de una salivadera dental. Los elementos registrados fueron: (Si: silicio, O: oxigeno,
Al: aluminio, Ca: calcio, Na: sodio, K: potasio).

EX2007\CERAM?Z. spc
Label A: ceram?
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Figura 3.3.b- Analisis EDAX de la composicion de un corte de ceramica de la pared
interna proxima al desagiie de una salivadera dental. Los elementos registrados fueron: (Si:
silicio, O: oxigeno, Al: aluminio, Ca: calcio, Na: sodio, K: potasio).
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Tabla 3.3- Composicion de la opalina obtenido por sistema EDAX.

Corte 1: corresponde a un corte de opalina del borde externo de una salivadera.

Componentes Peso en % (Wt)|Peso en % (Wt)
corte 1 corte 2
Silicio 46,47 46,15
Oxigeno 21,80 23,59
Carbono 10,42 11,29
Nitrogeno 6,54 4,83
Calcio 5,36 5,45
Sodio 5,33 4,32
Aluminio 2,41 2,78
Magnesio 1,67 1,58

Corte 2: corresponde a un corte de opalina de la pared interna proxima al desagiie de una

salivadera.
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Figura 3.4.a-Andlisis EDAX de la composicion de un corte de opalina del borde externo
de una salivadera dental. Los elementos registrados fueron: (Si: silicio, O: oxigeno, C:
carbono, N: nitrégeno, Ca: calcio, Na: sodio, Al: aluminio, Mg: magnesio)

EAZ007AOPALZ.spe
Label A: opal2

Si
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Figura 3.4.b-Analisis EDAX de la composicion de un corte de opalina de la pared interna
de una salivadera dental. (Si: silicio, O: oxigeno, C: carbono, N: nitrégeno, Ca: calcio, Na:
sodio, Al: Aluminio, Mg: magnesio).
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Los resultados obtenidos por EDAX de la composicion de la opalina en ambos cortes de
las salivaderas dentales se muestran en la Tabla 3.3 y en las Figuras 3.4.a y 3.4.b. Se
observa el siguiente orden decreciente de % silicio > oxigeno > carbono > nitrogeno >
calcio > sodio > aluminio > magnesio.
3.1.4.b) Analisis quimico.

Posteriormente se realiz6 un estudio cuantitativo de la composicion del acero inoxidable y
la opalina disolviendo los sustratos en soluciones acidas. En el caso del acero inoxidable se
realizo la disolucion de 4 gramos del material, por accion del calor y 4cido nitrico al 3%.
Se empled una campana con tiraje exterior para la eliminacion de los gases toxicos.
Posteriormente se realizd el analisis quimico de la solucion. Este método permitio
comprobar que el acero utilizado para este trabajo era acero del tipo ferritico coincidiendo
con la determinacion realizada por EDAX, los elementos analizados se indican en la Tabla

34.
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Tabla 3.4- Componentes del acero inoxidable.

Elementos Porcentajes obtenidos
Carbono 0,13 %
Silicio 0,89 %
Cromo 16,20 %
Manganeso 0,39 %
Nitrogeno 0,34 %
Molibdeno 0,005 %
Hierro 65,00 %
Otros materiales 17,10 %

Para el estudio de los componentes de la opalina (o vidrio opal), se utilizo

el método de

disolucion por accion del &cido sulfurico al 2%, bajo campana con tiraje al exterior.

Posteriormente se realizd el analisis quimico de dicha solucién a través del mismo, se

encontrd que los elementos constituyentes del vidrio opal utilizado para este trabajo eran

los indicados en la Tabla 3.5.

Sin embargo, por este método, no pudo llevarse a cabo el analisis de la cerdmica debido a

que la misma posee una capa de esmalte que resulta dificil de separar del elemento base.

Por ese motivo, fue sometida inicamente al estudio semi- cuantitativo EDAX descripto

anteriormente.
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Tabla 3.5- Componentes de la opalina obtenida a través de analisis quimico

Elementos Porcentajes obtenidos
Silicio 48,34 %
Boro silicato de calcio 20,00 %
Otros materiales 31,66 %

El resultado del analisis de los componentes mediante soluciones 4cidas para el acero
inoxidable mostr6 resultados similares a los obtenidos mediante EDAX. Las diferencias
observadas se deben a que el anélisis EDAX se lleva a cabo solo a nivel superficial (1pm
de profundidad), mientras que el analisis quimico contempla la composicion del material
masivo. En el caso de la opalina el silicio es el elemento base del material.
El calcio fue hallado bajo la forma de borosilicato y por ese motivo se detectdé en
proporcién mayor en el andlisis quimico que e el andlisis EDAX.

3.1.4.c) Andlisis de la composicion de la ceramica por Difraccion de rayos
X (DRX)

Fueron analizados los componentes de la ceramica en su fase vitrea mediante un sistema
de difraccion de rayos X, utilizando un equipo Philips 3020 con radiacion Ko del cobre

(Cu) y filtro de niquel (Ni) a 40 mV-20mA.
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Figura 3.5- Registro de la fase vitrea de la cerdmica de una salivadera dental.
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Figura 3.6-Analisis de los elementos de la ceramica por difraccion de rayos X.

I i L] LI | I

El difractograma de la Figura 3.5 muestra la composicion de la muestra que contiene

basicamente una fase vitrea y dos compuestos: mulita (M) y cuarzo (C), cuyos picos en el
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diagrama fueron identificados comparandolos con los espectros de DRX para los
materiales puros.
En la Figura 3.6 se representa el porcentaje de los elementos basicos de la ceramica

perteneciente a las salivaderas dentales en estudio, siendo los mismos: mulita y cuarzo.

Fue hallado hierro bajo la forma de carbonato de hierro ((Fe6 (OH) 12 (CO)3) y calcio bajo

la forma de sulfato de calcio y agua (Ca SO4 + H,0).

3.2- Analisis de las distintas fuentes de contaminacion de las salivaderas.

Se realizo el analisis microbiologico en distintos sitios del equipo odontoldgico para
evaluar el grado de contaminacion. Se analiz6 la carga microbiana tomando muestras del
agua de ingreso al equipo, Figura 3.7 (a), asi como del agua de egreso de las salivaderas,
Figura 3.7 (b), debido a las posibles modificaciones producidas durante el recorrido por el
equipo. Debe tenerse en cuenta que las caracteristicas del agua corriente pueden variar de
acuerdo a la fuente primaria (Z1 y Z2) y depender de diversos factores como el tratamiento
de potabilizacion, del material de las cafierias, del transporte domiciliario, de los equipos
odontologicos, etc. Por otra parte la carga microbiana puede variar en el interior del equipo
de acuerdo a las condiciones de las cafierias y mangueras del medio Figura 3.8- (¢, f, h).
La otra fuente de contaminacion analizada fue la saliva de los pacientes atendidos en los
consultorios.

Por otra parte, se analizaron los biofilms formados en las cafierias metalicas Figuras 3.7 y
3.8 (¢) de salida del agua hacia las salivaderas dentales y se evalud la adhesion de los
microorganismos sobre cortes de salivaderas colocados sobre salivaderas similares en la
zona proxima al desagiie y en los bordes externos (Figuras 3.7 y 3.8 e y d).

Se describe a continuacion la metodologia de analisis de las bacterias planctonicas y de los

biofilms. En la Figura 3.9 se muestra con mas detalle los puntos de salida de agua
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corriente (a), la salida de agua hacia las salivaderas (b) y los puntos de donde se
obtuvieron los cortes de los bordes externos de las salivaderas (d) y zona cercana al

desagiie (e). En la Figura 3.8 se muestran ademas otros componentes del equipo

odontolégico (mangueras (h), eyector de saliva (f), jeringa triple (g)).

Figura 3.7- Fotografia de una salivadera y anexos perteneciente al Hospital Escuela de la
Facultad de Odontologia de La Plata (F.O.L.P.), de la Universidad Nacional de La Plata
U.N.L.P. (Atencion de las autoridades de la mencionada Institucion para la realizacion de
esta tesis).

Sitios de extraccion de las muestras, a: canilla del consultorio con agua de ingreso a los
equipos odontologicos, b: canilla por donde circula el agua de egreso hacia las salivaderas,
c¢: cafieria metalica, d: borde externo de la salivadera dental, e: pared interna proxima al
desagiie de la salivadera.
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3.2.1- Analisis microbiologico de microorganismos planctonicos.
Como se menciono previamente se analizaron las bacterias planctonicas pertenecientes a:
a) agua de ingreso al equipo odontoldgico, b) agua de egreso hacia las salivaderas y c) a la

saliva de los pacientes.

Figura 3.8- Fotografia de un consultorio odontoldgico donde se indican los conductos y
otros anexos por donde circula y egresa el agua corriente hacia las salivaderas: b: salida de
la cafieria donde se realizo el raspado para la obtencion de las muestras, c¢: cafieria metalica
por donde egresa el agua hacia las salivaderas, d: borde externo de la salivadera, f: eyector
de saliva, g: jeringa triple, h: mangueras por donde circula el aire y agua del equipo dental.
(Atencion de las autoridades de la F.O.L.P. para la realizacion del trabajo).
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Sitios donde se tomaron las muestras y
anexos del equipo dental

Fig. 3.9- Diferentes sitios de obtencion de material para el andlisis de microorganismos
planctonicos y sésiles; a: canilla de agua de ingreso a los equipos odontoldgicos (toma de
muestra de microorganismos planctonicos), b: agua que egresa por la canilla de la
salivadera (toma de muestra de microorganismos planctonicos), ¢: cafieria metalica con
salida hacia la salivadera (toma de muestra de microorganismos sésiles), d: borde externo
de la salivadera (toma de muestra de microorganismos sésiles), e: pared interna proxima al
desagiie (toma de muestra de miroorganismos sésiles), g: jeringa triple, h: cafierias y/o
mangueras del equipo dental.

3.2.1.a) Analisis microbiologico del agua de ingreso a los equipos
odontologicos.

Se trabajo con muestras del agua corriente que ingresaba a 29 consultorios odontoldgicos
pertenecientes al radio comprendido entre las calles 14 y 27, 51 y 66, de la ciudad de La
Plata (Z1). Estos consultorios reciben agua corriente potable de la cisterna perteneciente al

Parque Saavedra de la ciudad de La Plata.
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Otro grupo de muestras correspondi6 a 30 consultorios ubicados entre las calles 1 y 13, 44
y 60, de la ciudad de La Plata (Z2). Los mismos, poseen como fuente de abastecimiento
agua corriente potable del tanque central de Punta Lara de la ciudad de La Plata.

Para realizar dicho estudio, de cada uno de los consultorios se recolectaron muestras de
100 ml del agua que fluia desde las canillas (como muestra la Figura 3.9.a). Se utilizaron
frascos estériles con tapones de goma descartando el primer chorro para evitar la presencia
de bacterias acumuladas en las cercanias y en las canillas. Antes de tomar cada una de las
muestras se flamearon los bordes de los frascos y de las canillas con un mechero Bunsen,
para evitar contaminaciones ambientales extrafas al agua a analizar. Se sembré en los
siguientes medios de cultivo: 1) Agar liquido Mac Conckey para la observacion de
entrerobacterias, i1) en medio solido Agar sangre al 5%, para la observacion de bacterias
planctonicas hemoliticas y iii) en medio s6lido Agar Melitado de Saboreaud para la
observacion de hongos planctonicos.

i- Se inoculd 1 ml de cada muestra en medio de cultivo
liquido Agar Mac Conckey (ver item 3.2.2. a). Las siembras se realizaron por dilucién, en

tubos de ensayo con campanitas Durham. Dichas campanitas son pequefios tubos de vidrio
que se colocan dentro de los tubos de ensayo para observar la produccion de gas generado
por las bacterias. Las siembras se incubaron a 37° C durante una semana, en condiciones de
aerobiosis. Se realizaron controles periddicos de pureza mediante plaqueos en medio
liquido, y observaciones microscopicas con tinciones de Gram (ver item 3.7.1).

Se realizo el recuento de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml), teniendo
en cuenta los valores establecidos por el Coédigo Alimentario Argentino.

1.1- Se inoculd 1 ml de las muestras anteriormente mencionadas en
Agar Sangre al 5% (consultar item 3.2.2.b). Se sembraron por estria con espatula de

Drigalsky, en capsulas de Petri conteniendo medio de cultivo Agar sangre y se incubaron a

40



37° C durante 48 horas en condiciones de aerobiosis. Se realizaron plaqueos para controles
periddicos de pureza y observaciones por microscopia Optica con tincion de Gram
(consultar item 3.7.1)

Se realiz6 el conteo de UFC/ml teniendo en cuenta las consideraciones mencionadas
previamente.

1.1.1- Se realizaron las siembras para la observacion de hongos
planctonicos inoculando 1 ml de la muestra mencionada en item a, en medio de cultivo
solido Agar Melitado de Saboreaud. Las placas fueron incubadas a temperatura ambiente
durante 1 semana. Posteriormente, se realizod la observacion macroscopica de los cultivos
para el reconocimiento de las colonias y la coloracion de Gueguen (item 3.7.2) para su
observacion y recuento de las UFC/ml en microscopio Optico.

3.2.1.b) Andlisis microbioldgico del agua de egreso a las salivaderas.
Se procedié de la misma forma que en el item 3.2./.a, tomando las muestras del agua de
egreso (Figura 3.7.b y 3.9.b). Los procedimientos que se llevaron a cabo para su analisis
microbioldgico y microscopico fueron los mismos que los correspondientes al item a.
3.2.1.¢) Analisis microbiologico de la saliva de los pacientes.
Para realizar este estudio se utilizaron muestras de saliva de pacientes sin enfermedad
periodontal, asistidos odontologicamente en los consultorios pertenecientes a las regiones
descriptas anteriormente (Z1 y Z2).
Se obtuvieron 50 muestras en total, correspondiendo 25 muestras a pacientes asistidos en
los consultorios de Z1 y las otras 25 muestras a pacientes asistidos en los consultorios de
Z 2. El volumen de cada una de las muestras fue de 2 ml. Las mismas se recolectaron en
tubos de ensayo con tapones de algodon estériles, flameando previamente las bocas de
cada uno de los tubos. Se inoculd6 1 ml de cada una de las muestras en Agar Mitis

Salivarius solido, para observar el desarrollo de los estreptococos orales Gram positivos.
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Las siembras se realizaron por estria con ansa y fueron incubadas a 37° C durante 48 horas
en condiciones de anaerobiosis Figura 3.10 (item 3.2.2.g). Se realizaron controles

periodicos de pureza mediante plaqueos en medio sélido y observaciones por Microscopia
Electronica de Transmision (item 3.4.1). El conteo de UFC/ml se realizé utilizando un
microscopio Optico Olympus modelo BX 51, placa de Frost y la coloracion de Gram.
3.2.2- Composicion y preparacion de los medios de cultivo.

Los medios de cultivo utilizados fueron: a) Agar liquido Mac Conckey para aislamiento de
entero-bacterias b) Agar sangre, para bacterias hemoliticas ¢) Agar Melitado de Saboreaud,
para hongos. Para los microorganismos anaerobios provenientes de la saliva de los
pacientes sin enfermedad periodontal, se utilizé jarra de anaerobiosis y medio de cultivo
solido Agar Mitis Salivarius para aislar estreptococos orales.

3.2.2.a) Medio de cultivo liquido Mac Conckey.

El medio de cultivo so6lido Agar Mac Conckey marca Merck es especifico para aislamiento

de enterobacterias. Sus componentes por litro son:

Taurocolato de sodio 5¢g
Lactosa 10g
Cloruro de sodio 5¢g
Peptona 20¢g
Agua destilada 1000 ml
Bacto Rojo Neutro 10 ml

Preparacion: A 1 litro de agua destilada se agregan 5 g de taurocolato de sodio, 10 g de
lactosa, 5 g de cloruro de sodio y 20 g de peptona. Se calienta hasta que hiervay se

disuelvan completamente los componentes. Se filtra con papel de filtro. La reaccion se

ajusta a un pH de 7,4 e inmediatamente se afiaden 10 ml de una solucidn acuosa de bacto rojo

neutro al 1 %. Se distribuye el medio en tubos de ensayo con tubitos Durham de fer-

mentacion cada uno. Se esteriliza en autoclave durante 15 minutos a 121°C. El medio
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se conserva en la heladera (Rey Millares, 1960).

3.2.2.b) Medio de cultivo Agar sangre.

El medio Agar sangre al 5 % se emplea para el cultivo de bacterias Gram positivas (+) y Gram

negativas (-). Se utilizé un medio de cultivo so6lido marca Merck, cuyos componentes por

litro son:
Cloruro de sodio 6g
Agar nutritivo 10g
Agua destilada 900 cm’
Sangre de carnero al 5% C.S.

Preparacion: Se mezclan los ingredientes y se disuelven completamente sin que hierva el
medio. Se esteriliza en autoclave, a 120 °C, durante 15 minutos y se deja enfriar hasta 52 ° C.
En esas condiciones se anade la sangre de carnero al 5%, se mezcla por agitacion y se vierte
en capsulas de Petri. Se deja solidificar por enfriamiento y se conservan en heladera hasta no
mas de 15 dias (Rey Millares, 1960).

3.2.2.c) Medio de cultivo Agar Melitado de Saboreaud.

El medio de cultivo Agar Melitado de Saboreaud marca Merck es especifico para la siembra

y desarrollo de los hongos. Los componentes para 1 litro son los siguientes:

Peptona 20g
Agar 20g
Miel de abejas 80 ¢g

Agua destilada 1.000 cm®

Preparacion: En un frasco Erlenmeyer se mezclan y calientan 20 g de peptona y 20 g de agar
en llitro de agua destilada. Antes de que la mezcla entre en hervor, se le anaden 80 g de miel
de abejas se disuelven bien todos los componentes. Se deja entibiar y se esteriliza en autoclave

a 120 °C durante 15 minutos. Se conserva en la heladera (Rey Millares, 1960).
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3.2.2.d) Medio de cultivo Agar Mitis Salivarius.

El medio de cultivo sélido y liquido Agar Mitis Salivarius marca Britania es especifico para
el cultivo de los estreptococos orales, pero con el agregado de telurito de potasio y el uso
de la jarra de anaerobiosis permite el desarrollo del Streptococcus mutans, siendo esta la

especie mas dificil de cultivar. Sus componentes por litro son:

Agar 20g
Dextrosa 0,68 g
Fosfato dipotasico 242 ¢
Proteasa peptona 25¢g
Azul Tripan 0,0375 ¢

Cristal violeta 0,0004 g
Preparacion: Se disuelven todos los ingredientes del medio en 1 litro de agua destilada. Se
mezclan bien y se colocan a bafio de Maria, se deja entibiar el preparado y se le adiciona 2

ml de telurito de potasio (item 3.2.2.¢), se esteriliza en autoclave a 120 °C y se conserva en

la heladera (van Ruyven et al.; 2000).

3.2.2.e) Telurito de potasio
El telurito de potasio es un inhibidor de difteroides. Para la preparacion de la solucion
que se agrega al Agar Mitis Salivarius se disuelve 1 g de telurito de potasio en 100 ml
de agua destilada y se conserva en la heladera.
3.2.2.f) Composicion de la saliva artificial NAF
Se utiliz6 saliva marca NAF para el transporte y para mantener la viabilidad de los
microorganismos sésiles obtenidos a partir de los cortes de los tres materiales de las

salivaderas dentales. Los elementos que la componen para 100 ml son los siguientes:

Hidroxipropil- metil- celulosa lg

Solucién xilitol al 70% 1,3¢

Cloruro de potasio 0,lg

Cloruro de sodio 0,1g

Fluoruro de sodio 0,2 mg (2ppm)
Cloruro de magnesio 5 mg
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Sulfato de potasio 40 mg
Cloruro de calcio 15 mg
Excipientes c.s.p. 100 ml

El pH se ajusta a 7 (segun Hara et al., 2007).

3.2.2.g) Técnica de siembra en anaerobiosis.
Para realizar las siembras por anaerobiosis se utilizaron jarras especificas para tal fin. La
jarra de anaerobiosis marca Oxoid utilizada consta de un soporte para placas incluido en
una cubeta transparente hermética (Figura 3.10). Las placas de Petri con Agar Mitis
Salivarius y las siembras se colocaron en el interior de la jarra sobre el soporte, junto con
un sobre comercial abierto. Dicho sobre, marca Oxoid, contiene una pastilla de
borohidrato sodico y otra de bicarbonato sddico y acido citrico, mas un catalizador de
paladio, de forma de crear una atmoésfera de anaerobiosis. Se agregd agua al sobre,
provocando la reaccion del bicarbonato sodico, 4cido citrico y borohidrato sddico. Esta
reaccion permitio la reduccion de oxigeno y la liberacion de hidrégeno. Para confirmar la
anaerobiosis en el interior de la jarra, se colocé un papel indicador que contenia azul de
metileno. El papel viré al blanco indicando que se habian creado las condiciones de

anaerobiosis.
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Fig.3.10- Jarra de anaerobiosis (la flecha verde indica el sobre con el catalizador, la flecha
negra sefala las capsulas de Petri con los cultivos y la flecha roja muestra el mandémetro
que mide la presion).

3.3- Conteo de UFC/ml y UFC/cm” de los microorganismos planctonicos y sésiles.

Tal como se describié previamente en este trabajo se realizaron conteos de UFC/ml de
microorganismos planctonicos (bacterias y hongos) provenientes del agua de ingreso a los
equipos odontoldgicos, agua de egreso hacia las salivaderas dentales correspondientes a las
Z1 y Z2 vy de la saliva de los pacientes asistidos en los consultorios de ambas zonas.
También se realizo el conteo de microorganismos sésiles adheridos a las cafierias metélicas
con salida hacia las salivaderas dentales de Z1 y Z2, y del biofilm formado “in-vitro”
sobre los cortes de las salivaderas dentales de acero inoxidable, cerdmica y opalina
colocados en los consultorios seleccionados de Z1 'y Z2, con periodos de exposicion de 24

h y 64 horas.
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Los métodos empleados y calculos realizados en cada caso se describen a continuacion.

3.3.1- Conteo de UFC/ml de las bacterias planctonicas provenientes del agua de
ingreso de los equipos odontolédgicos.

La determinacion del nimero de las UFC/ml de bacterias hemoliticas Gram positivas y
Gram negativas se realizo sobre placas de Agar sangre al 5% incubadas a 37°C durante 48
horas, utilizando un microscopio Optico. Para ello se colocé una placa de Frost (de
celuloide, cuadriculada), debajo de la capsula de Petri con los respectivos cultivos. En
todos los casos fueron contados como minimo 15 campos (N). Una vez contadas las
UFC/ml se aplic¢ la siguiente formula:

[UFC/ml=Y. 4. 28 .10]

Y: Numero promedio de bacterias contadas sobre cuadrados de 0,25 cm?; 28: nimero de
cuadrados incluidos en 1 cm” total que delimita la placa de Frost; 4: nimero de cuadrados
de 0,25 cm® incluidos en los cuadrados de 1 cm?; 10: corresponde a la dilucion realizada
durante la siembra.

3.3.2- Conteo de UFC/ml de las bacterias planctonicas provenientes del agua de
egreso hacia las salivaderas dentales.

Para obtener el nuimero de UFC/ml de bacterias planctonicas del agua de egreso hacia las
salivaderas dentales se aplicd el mismo método explicado en el item 3.3.1.

3.3.3- Conteo de UFC/ml de los hongos planctonicos provenientes del agua de
egreso de salida hacia las salivaderas dentales.

Se utilizaron placas con medio de cultivo Agar Melitado de Saboreaud y la placa de Frost,
se enumeraron los hongos que se hallaron dentro de los cuadrados mas grandes (1 cm?). Se
consideraron como minimo 15 campos. La formula aplicada fue la siguiente:

N°de UFC/ml = Y.1.28.10

Y: nimero promedio de hongos contados en 1 cm®.

1: corresponde a la medida de los cuadrados mas grandes de 1 cm?, sobre los que se realizd

el conteo.
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28: niimeros de cuadrados incluidos en la capula de Petri.
10: corresponde a la dilucion realizada.

3.3.4- Conteo de UFC/ml de las bacterias planctonicas provenientes de la saliva de
los pacientes.

Para el conteo de la unidades formadoras de colonias de las bacterias planctonicas de saliva
(de los pacientes sin enfermedad periodontal seleccionados en los consultorios de Z1 y Z2)
se utilizaron las siembras en medio s6lido de Agar Mitis Salivarius, la placa de Frost y el
microscopio optico. El conteo de los estreptococos orales se realizé de igual forma que el
explicado en el item 3.3.1.

3.3.5- Conteo de UFC/cm’® de las bacterias sésiles provenientes de las muestras de
las cafierias metalicas con salida hacia las salivaderas dentales.

En este caso el numero de colonias formadas esta referida a la superficiede 0,4 cm” de
donde provinieron las bacterias sésiles siendo la formula aplicada la siguiente:
UFC =Y. 10. 28
Y: numero promedio de bacterias contadas los cultivos con Agar sangre al 5 %.
28: ntimero de cuadrados de 1 cm” que hay dentro de la capsula de Petri.
10: corresponde a la dilucién realizada.
Las UFC obtenidas aplicando la formula mencionada corresponde a un area de raspado de
superficie de 0,4 cm”.

3.3.6- Conteo de las UFC/cm’ de los hongos sésiles provenientes de las muestras de
las cafierias metalicas con salida hacia las salivaderas dentales.

Fue utilizado el mismo procedimiento y la misma féormula que en el item 3.3.5, utilizando

el medio de cultivo Agar Melitado de Saboreaud.
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3.3.7- Conteo de UFC/cm® de las bacterias sésiles provenientes de los cortes de
acero inoxidable, ceramica y opalina.

El conteo de las bacterias sésiles observadas sobre los cortes de acero inoxidable, ceramica
y opalina de las salivaderas dentales se realiz6 aplicando la siguiente formula:

UFC/em® =Y. 4.28. 10

Y: nmero promedio UFC/cm? de las bacterias contadas en el medio Agar sangre al 5 % y
Agar Mitis Salivarius sobre cuadrados de 0,25 cmz, 28: numero de cuadrados totales, de 1
cm’ que delimita la placa de Frost, 4: numero de cuadrados de 0,25 cm” que estin
incluidos en los cuadrados de 1 cm?, 10: corresponde a las diluciones realizadas durante la
siembra.

3.3.8- Conteo de UFC/cm” de los hongos sésiles provenientes de los cortes de acero
inoxidable, cerdmica y opalina.

El conteo de los hongos sésiles observados sobre los cortes de acero inoxidable, ceramica y
opalina de las salivaderas dentales se realiz6 aplicando la siguiente formula:
N=X.1.28.10

X: nimero promedio de UFC/cm? de los hongos contados en el medio de Agar Melitado de
Saboreaud sobre cuadrados de 1 cm?, 1: cuadrados de 1 cm” de la placa de Frost, 28:
nimero de cuadrados totales, 10: corresponde a las diluciones realizadas durante la

siembra.

3.4-Técnicas microscopicas para la observacion de microorganismos planctonicos y
sésiles.

3.4.1- Pretratamiento para la observacion por Microscopia Electronica de
Transmision (MET).

La observacion de las bacterias planctonicas provenientes de las muestras de agua

corriente de ingreso a los equipos odontologicos, de egreso de las salivaderas dentales y de
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la saliva de los pacientes de Z1 y Z2 (Figuras 3.7 y 3.9) a través de MET se llevo a cabo
mediante el procedimiento descripto a continuacion:

El volumen de las muestras de agua de ingreso y egreso fue de 100 ml, y el de la saliva de
los pacientes fue de 2 ml. Se centrifugd 1 ml de cada una de las muestras en una centrifuga
marca Preovac a 1200 r.p.m y los precipitados obtenidos se fijaron con glutaraldehido al
2% durante 2 horas, y posteriormente con tetroxido de osmio al 1%, como segundo
fijador, durante una hora. Seguidamente las muestras se deshidrataron con alcohol etilico
en escala creciente de concentracion, hasta llegar al alcohol etilico 100%. Posteriormente
cada una de ellas fue colocada en un taco y embebida en resina epoxi. De cada muestra se
obtuvieron 10 cortes de 90 pm de cada uno utilizando un micrétomo. Los mismos fueron
tratados con acetato de uranilo y citrato de plomo para transformarlos en conductores. Las
muestras se colocaron en soportes metalicos para ser observadas en MET marca JEM EX
IT (JEOL), perteneciente al Servicio de Microscopia Electronica de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata.

3.4.2- Pretratamiento para la observacion por Microscopia Electronica de Barrido
(MEB) de microorganismos planctonicos.

Para la observacion de las bacterias planctonicas provenientes del agua de ingreso a los
consultorios odontologicos y de agua de egreso de las salivaderas dentales (Figuras 3.8 y
3.9) por Microscopia Electronica de Barrido (MEB) se llevaron a cabo los pasos descriptos
a continuacion:

Se tomaron muestras de 100 ml de agua corriente de ingreso a los equipos odontologicos y
100 ml de agua de egreso de las salivaderas dentales, de las Z1 y Z2. Se colocé 1 ml de
cada una de las muestras en un filtro de membrana de colodiéon de 1 cm de diametro. A
cada una de las muestras se le inocul6 1 ml de glutaraldehido diluido al 2% como fijador,
durante 30 minutos, repitiendo la operacion tres veces consecutivas. Posteriormente se

deshidrataron las muestras de cada uno de los filtros utilizando alcohol etilico en
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concentraciones crecientes, tal como se explico en el item anterior, dejandolo actuar
durante 5 minutos. La operacidon se repitio tres veces consecutivas, con cada una de las
concentraciones. Los filtros fueron colocados en tubos Ependorf estériles, para ser
sometidos al secado por el sistema de punto critico.
3.4.2.a) Secado de las muestras mediante técnica de punto critico.

El secado de las muestras por la técnica de punto critico consiste en reemplazar bajo
presion la acetona de las muestras por dioxido de carbono, y luego someterlo a una
temperatura mas allda de la temperatura critica del didxido de carbono, con el fin de
eliminarlo como vapor. Esta técnica evita que se produzca la deformaciéon de la interfase
liquido-vapor, y que las tensiones superficiales ocasionen deformaciones en las células.
Los mismos fueron transportados en los tubos Ependorf para realizar la observacion en
MEB marca Philips 500 perteneciente al Servicio de Microscopia Electronica del
CINDECA.

3.4.3- Pretratamiento de los biofilms para su observacion a través de Microscopia
Electronica de Barrido (MEB).

La fijacion, deshidratacion y secado por punto critico de las muestras, fue realizado tal
como se explica en los items 3.4.2 y 3.4.2.a. En el caso de las muestras de ceramica y
opalina las mismas fueron cubiertas por un delgado bafio de oro para transformarlas en
conductoras.

3.4.4-Técnica de observacion y conteo de microorganismos sésiles por Microscopia
por epifluorescencia.

Para el andlisis microbioldgico del consorcio proveniente de los biofilms formados sobre
los cortes de ceramica, acero inoxidable y opalina, se utilizd un microscopio Optico
Olympus con sistema de epifluorescencia, perteneciente al INIFTA (Instituto de
Investigacion en Fisica, Quimica, Técnica y Aplicada). Se reflej6 con una ldmpara de

mercurio, filtro selectivo y espejo dicroico DM500, con método de excitacion B. La unidad
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de los espejos corresponde a la serie U-MNB2-DM500, (U: universal, M: unidad de
espejo, N: anchura de banda).

Una vez obtenido el material del biofilm de los cortes de acero inoxidable, cerdmica y
opalina, se procedio a la tincidn con naranja de acridina al 0.01%. Para ello, los cortes se
cubrieron con el colorante durante 5 minutos. Luego se lavaron con agua destilada, se
secaron a temperatura ambiente y se observaron bajo la luz azul con un sistema de
epifluorescencia OLYMPUS TH3, utilizando un aumento de 40 X. Los ensayos se

repitieron tres veces.

3.5- Analisis microbiolégico de los biofilms formados sobre cortes colocados
sobre salivaderas dentales.

Con el propésito de realizar un estudio “in vitro” de los biofilms formados a partir de la
saliva y del agua corriente de egreso de las cafierias metélicas de las salivaderas se
utilizaron cortes de salivaderas de los tres materiales. Para ello se llevaron a cabo los pasos
que se describren a continuacion:

Se obtuvieron 118 cortes en total de las paredes internas proximas al desagiie de
salivaderas dentales de los tres materiales. De los cuales, 40 cortes correspondieron al
acero inoxidable, 40 cortes a la ceramica y 38 cortes a la opalina, utilizando 20 de acero
inoxidable y ceramica respectivamente y 19 de opalina, para cada cada zona. Los sustratos
de cada material fueron colocados sobre las paredes internas proximas al desagiie de las
salivaderas dentales del mismo material.

3.5.1- Analisis de las bacterias provenientes de los biofilms formados sobre los
cortes de las salivaderas dentales luego de 24 horas de exposicion.

Los cortes fueron pegados en las salivaderas con compuesto para modelar, para que no

fueran arrastrados por el agua corriente. Se hizo salivar a los pacientes en atencion
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odontoldgica durante las prestaciones. Los mismos se enjuagaron la cavidad bucal
unicamente con agua corriente.

Se higienizaron las salivaderas dentales entre paciente y paciente dejando correr el agua
corriente a través de los tubos metalicos durante 1 minuto. Los cortes fueron retirados al
dia siguiente, luego de 24 horas de exposicion, antes de la atencion del consultorio.
Posteriormente fueron transportados en frascos de vidrio con saliva NAF (item 3.2.2.f)
tapados con tapones de algodon estéril. El material bioldgico se procesod dentro de las 24
horas de obtenidas las muestras.

Los 59 cortes de cada zona fueron raspados con un ansa para obtener la muestra del
material adherido en cada corte. Luego se diluyd la misma en 10 ml de medio de cultivo

Agar Mitis salivarius liquido. Posteriormente se inoculé 1 ml en céapsulas de Petri con
medio solido de Agar Mitis Salivarius (de acuerdo al item 3.2.2 .d). Las placas de Petri se

colocaron en el interior de la jarra de anaerobiosis (ver item 3.2.2.g y Figura 3.10) y la
misma se llevo a la estufa de cultivo a 37° C durante 24 horas.
Otra parte del material obtenido a partir de las 59 muestras mencionadas anteriormente fue

diluido en 10 ml de agua estéril. Se inoculé 1 ml de dicha diluciéon en medio de cultivo
liquido Agar Mac Conckey (como fue explicado en el item 3.2.2.a). Posteriormente se

observo la posible fermentacion producida en el interior de los tubos Durham y el viraje
de color del medio de cultivo. También se realiz6 el conteo de las unidades formadoras de
colonias de los microorganismos sésiles utilizando un microscopio dptico con sistema de
epifluorescencia (consultar item 3.4.4) y la coloracion de naranja de acridina (ver item
3.7.3). También se realizdo Microscopia Electronica de Transmision (MET), como ya se

explico en el item.3.4.1.
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3.5.2-Andlisis de las bacterias provenientes de los biofilms formados sobre los
cortes de las salivaderas dentales luego de 64 horas de exposicion.

Para el estudio de las bacterias halladas en el biofilm formado sobre los cortes de
salivaderas dentales de los tres materiales se procedioé en forma similar a la descripta en el
item 3.5.1 pero aumentando el periodo de exposicion de los cortes a 64 horas (un fin de
semana estando los equipos odontologicos en reposo). Las muestras fueron retiradas en las
mismas condiciones que en el item anterior, durante las primeras horas de la tarde del dia
lunes, antes de la atencion de pacientes en el consultorio.

El andlisis microbioldgico, las observaciones microscopicas y la interpretacion de los
resultados se realizaron con los mismos procedimientos que fueron explicados en el item
3.5.1.

3.5.3- Analisis de los hongos provenientes de los biofilms formados sobre los
cortes de las salivaderas dentales luego de 24 horas de exposicion.

Al igual que en el caso del item 3.5.1, los cortes fueron pegados en las salivaderas con
compuesto para modelar. Se hizo salivar a los pacientes en atenciéon odontoldgica durante
las prestaciones. Los mismos se enjuagaron la cavidad bucal Unicamente con agua
corriente.

Se higienizaron las salivaderas dentales entre paciente y paciente dejando correr el agua
corriente a través de los tubos metalicos durante 1 minuto. Los cortes fueron retirados al
dia siguiente, luego de 24 horas de exposicion, antes de la atencion del consultorio.
Posteriormente fueron transportados en frascos de vidrio con saliva NAF (item 3.2.2.f)
tapados con tapones de algodon estéril. El material bioldgico se procesod dentro de las 24
horas de obtenidas las muestras.

Los 59 cortes de cada zona fueron raspados con un ansa para obtener la muestra del
material adherido. Luego se diluyd la misma en 10 ml de medio de agua estéril.

Posteriormente se inoculd 1 ml en capsulas de Petri con medio solido de Agar Melitado
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de Saboreaud (de acuerdo al item 3.2.2.c). Las placas de Petri se incubaron a temperatura

ambiente durante 7 dias.

Posteriormente se realizo el conteo de las unidades formadoras de colonias de los hongos
sésiles utilizando un microscopio Optico con sistema de epifluorescencia (consultar item
34.4) y la coloracion de naranja de acridina (ver item 3.7.3). También se realizd
Microscopia Electronica de Transmision (MET), como ya se explico en el item 3.4.1.

3.5.4-Anélisis de los hongos provenientes de los biofilms formados sobre los cortes
de las salivaderas dentales luego de 64 horas de exposicion.

Para el estudio de los hongos hallados en el biofilm formado sobre los cortes de salivaderas
dentales de los tres materiales se procedi6 en forma similar a la descripta en el item 3.5.3
pero aumentando el periodo de exposicion de los cortes a 64 horas (un fin de semana
estando los equipos odontoldgicos en reposo). Las muestras fueron retiradas en las mismas
condiciones que en el item anterior, durante las primeras horas de la tarde del dia lunes,
antes de la atencidn de pacientes en el consultorio.

El andlisis microbioldgico, las observaciones microscopicas y la interpretacion de los
resultados se realizaron con los mismos procedimientos que fueron explicados en el item

3.5.3.

3.6- Analisis microbiolégico del biofilm formado sobre las cafierias anexas a las
salivaderas dentales.

Debido a la heterogeneidad del biofilm en este andlisis fueron utilizados los medios de a)
Agar Melitado de Saboreaud so6lido y b) Agar Mac Conckey liquido, c) Agar sangre al 5
%.

Se utilizé también microscopia de epifluorescencia para realizar la enumeracion de las

bacterias.
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3.6.1-Anélisis de las bacterias provenientes del biofilm formado en el interior de
las cafierias metalicas con salida hacia las salivaderas dentales luego de 24 horas de
exposicion.
Se seleccionaron 58 tubos metalicos anexos a las salivaderas dentales correspondiendo 28
aZly30aZ2.

2

Las muestras fueron obtenidas raspando un area de aproximadamente 0,40 cm” en el

interior de los cafios, con un ansa estéril. E1 material se coloco en frascos de vidrio con 1
ml de saliva artificial NAF estéril (item 3.2.2.f) para su transporte. El mismo se proceso

dentro de las 24 horas de obtenidas las muestras. Para realizar las siembras, se inoculd 1 ml
del material en tubos de ensayo los cuales contenian 9 ml de agar liquido Mac Conckey,
incubadas a 37° C durante 48 horas en condiciones de aerobiosis. Los procedimientos
microbiolégicos y de conteo utilizados para este andlisis fueron los mismos que los
explicados en el item 3.2.1.a.
Otras 58 muestras obtenidas como se explico anteriormente se inocularon en medio Agar
sangre al 5 % incubadas en forma semejante al caso anterior. Los procedimientos
microbiologicos y de conteo utilizados para este andlisis fueron los mismos que los
explicados en el item 3.2.1.a.
3.6.2- Analisis de los hongos provenientes del biofilm formado en el interior de las
caﬁeri'as' ’metélicas con salida hacia las salivaderas dentales luego de 24 horas de
exposicion.
Las muestras fueron tomadas de igual manera que en item 3.6.1. Se inoculé 1ml de las
muestras en 9 ml de medio de cultivo sélido Agar de Saboreaud (como fue explicado en
el item 3.2.2.c). Las siembras se realizaron por estria en placas de Petri, con espatula de
Drigalsky. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante una semana. Se
efectuaron controles periddicos de pureza, mediante plaqueos. Se realizo el conteo de

UFC/ml utilizando microscopio Optico y la coloracion de Gueguen (consultar item 3.7.2).
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3.7-Técnicas de coloracion.

En este trabajo se utilizaron colorantes de primera marca para aplicar las técnicas de
coloracion para microscopia optica: Gram Kopellof (item 3.7.1) y Gueguen (item 3.7.2) y
técnicas de coloracion para microscopia optica con sistema de epifluorescencia (naranja de
acridina (item 3.7.3).

3.7.1- Coloracion de Gram Kopellof.

Esta técnica de coloracion se realizd para poder observar las bacterias Gram positivas y
Gram negativas, segin la coloracion que toman después del tefiido. Las bacterias Gram
positivas (+) toman un color violaceo, debido a la accion del colorante primario violeta de
Genciana. Las bacterias Gram negativas (-) toman un color rojo, por la accion del colorante
secundario fucsina basica. Esta caracteristica se asocia a los componentes quimicos de la
pared celular de las estructuras bacterianas. Las bacterias Gram positivas adquieren color
violeta debido a que en su pared celular poseen gran cantidad de mureina, teniendo esta
sustancia quimica afinidad con el cristal violeta. En el caso de las bacterias Gram
negativas, poseen estructura muy diferente en su pared celular, por lo tanto solo poseen
afinidad con el colorante secundario de la técnica de coloracion de Gram Kopelloff. Se
utilizo: 1) el colorante de Violeta de Genciana marca Merck, 2) una soluciéon débil de

lugol, 3) alcohol 70° como decolorante y 4) solucion de fucsina fenicada.

1-Solucién hidroalcohoélica de Violeta de Genciana.
Violeta de Genciana 1g

Alcohol etilico 96° 10 ml
Agua destilada 100 ml

2- Solucidén débil de lugol.

Iodo lg

loduro de potasio 2 g
Agua destilada 100 ml
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3- Decolorante: alcohol 70 °.

4- Solucion de fucsina fenicada.

Fucsina bésica lg
Acido fénico cristalizado 2 g
Alcohol etilico 96° 10 ml
Agua destilada 100 ml

Preparacién de las soluciones.

a) Solucion de violeta de Genciana: Se coloca en un mortero 1 g de polvo de violeta de Gen-
ciana y se tritura bien. Se mezcla con 10 ml de alcohol etilico 96 ° hasta disolver mezclando
las soluciones. Luego se le adicionan 100 ml de agua destilada y se termina de disolver. Se en-
vasa en frasco esmerilado y conserva a temperatura ambiente.

b) Solucién de Lugol: se pesa 1g de lodo metalico y 2 g de ioduro de potasio colocando

en un Erlenmeyer conteniendo 100 ml de agua destilada, se agita y una vez disuelto se filtra.
Se envasa en frasco de vidrio esmerilado y conserva a temperatura ambiente.

¢) Solucion de fucsina basica: se coloca en el mortero 1 g de fucsina basica y se tritura
bien, se agregan 10 ml de alcohol etilico 96° y se mezclan. En un Erlenmeyer se mezclan
100 ml de agua destilada y 2 g de acido fénico cristalizado, se une a la preparacion
anterior y se filtran luego con un papel de filtro. Se envasa en frascos de vidrio
transparentes que se conservan a temperatura ambiente.

Procedimiento: Los pasos previos a la coloracion fueron los siguientes: toma de material

con el ansa, extendido sobre el portaobjeto, y fijacion del mismo a la llama de un mechero.
Posteriormente se mezclan en un tubo de ensayo 30 gotas de violeta de Genciana con 10
gotas de bicarbonato de sodio, se homogeneiza la mezcla y se cubre el preparado durante

2 minutos. Después de verter la preparacion anterior, se coloca lugol como mordiente. Pos-
teriormente, se decolora con alcohol de 70° y se lava con agua destilada. Se cubre el prepa-
rado con el colorante secundario fucsina bésica durante 1 minuto. Se lava nuevamente con

agua destilada, se seca con papel de filtro y se observa (Rey Millares, 1960).

58



3.7.2- Coloracion de Gueguen.
Esta coloracion se utilizo para poder realizar la identificacion de los diferentes tipos de
hongos ambientales. Fue utilizado el colorante de Gueguen marca Merck los componentes

para 100 ml de agua fueron los siguientes:

Acido lactico 100 g

Sudan 11 0,10 g
Azul Cotton 0,10 g
Solucion Iodoalcohodlica 10 a 30 gotas.

Preparacion: se disuelven los polvos de Sudan III y Azul Cotton en el acido lactico, una
vez que se halla bien homogeneizado se le agregan entre 10 a 30 gotas de solucion lodo-
alcoholica. Se filtra con papel de filtro, se envasa en un frasco preferentemente esmerilado
para evitar el contacto con la luz y se guarda a temperatura ambiente en armario cerrado.
Procedimiento: Para los pasos previos a la coloracion se procedié de la misma manera que
en el caso de la coloraciéon de Gram-Kopelloff. Posteriormente se cubri6 el preparado con
el colorante de Gueguen durante 2 minutos. Se lavo con agua destilada, se secd con papel
de filtro y se observo (Rey Millares, 1960).

3.7.3- Coloracion con naranja de acridina.
Esta técnica se utiliza para la identificacion de bacterias vivas o muertas. Los
componentes para 100 ml son los siguientes:

Polvo de naranja de acridina 003g
Agua destilada 30ml

Preparacién: Se disuelve el polvo del colorante de naranja de acridina en 30 ml de agua
destilada, se homogeiniza. Previo a la coloracion, se retiran 6 ml de la mezcla y se diluyen
en 24 ml de agua destilada. Se envasa preferentemente en un frasco oscuro, para evitar el

efecto de la luz sobre el colorante, y se conserva a temperatura ambiente.
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Procedimiento: Se retiraron los cortes de acero inoxidable, cerdmica y opalina con los
biofilms crecidos a partir del agua de egreso de las salivaderas dentales y de la saliva de los
pacientes. Se cubrieron las muestras con el colorante naranja de acridina con solucion
diluida durante 2 minutos. Se lavaron con agua destilada y se secaron a temperatura
ambiente, para luego ser observados por microscopia Optica con sistema de

epifluorescencia (de acuerdo a Sodestrom et al., 1997).

3.8- Pruebas estadisticas.
En este trabajo se aplico el analisis del test de Student, de Varianza ANOVA, y las pruebas
de comparaciones multiples de medidas repetidas, cuando las diferencias eran
significativas.

3.8.1- Andlisis de varianza (ANOVA).
El ANOVA puede ser considerado como una manera de verificar si dos o mas medidas
muestrales fueron extraidas de una misma poblacion o de poblaciones con el mismo valor
esperado para una magnitud dada. En consecuencia, cuando estas medias muestrales no
sean coincidentes habra que suponer que provienen de poblaciones diferentes por el efecto
causado por un factor en estudio.
El ANOVA es un método general, que se extiende a comparaciones multiples y se puede
demostrar que coincide con el de Student si se aplica a s6lo dos muestras. Es decir el
modelo de Student es un caso particular del ANOVA. Este modelo desarrollado por R. A.
Fisher a principios de este siglo, tiene una distribucion teodrica esperada: la funcion F,
tabulada por G. W. Snedecor. Los tests estadisticos a realizar se basan en comparar el valor
muestral calculado con los datos medidos: F contra un valor critico de tablas Fa. La idea
basica del método es que las muestras son normales, independientes y aleatorias; y se

supone que todas tienen la misma varianza, entonces, para que provengan de una misma
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poblacion se necesita inicamente que las medias muestrales sean todas iguales. Esta sera la
hipotesisi nula Ho que se usard en todos los modelos de ANOVA, junto con los cuatro
supuestos mencionados.

Las comparaciones multiples se basan en establecer cudl es la diferencia minima de las
medias aritméticas de los grupos que tiene una probabilidad (P) de producirse inferior a un
valor critico (5 %, P < 0,05 o 1 %, P< 0,01, por ejemplo) si la hipdtesis nula es verdadera.
Cuando la diferencia observada entre los grupos del experimento es mayor que esa minima
diferencia significativa, se rechaza la hipdtesis de igualdad de media aritmética entre las
poblaciones y se dira que la diferencia es significativa.

El modelo de ANOVA encajado estudia una sola fuente de variacion como factor de
analisis, el cual se subdivivde en subgrupos de tipo jerarquico para su andlisis como fuentes
de variacion separadas. Es decir, fuentes o factores encajados dentro de una clasificacion
superior. El calculo del modelo de ANOVA de dos factores se puede clasificar en dos casos
basicos: el primero, sin repeticion, es cuando hay un solo dato por cada combinacion
posible de los factores y el segundo, con repeticion, cuando hay mas de un dato para cada

caso o combinacion de factores posibles (Macchi, 2001; Azzimonti Renzo, 2003).
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4- RESULTADOS.

De acuerdo a lo mencionado previamente la formacion de biopeliculas sobre sustratos
solidos se ve influenciada tanto por los microorganismos involucrados (bacterias y hongos)
como por las caracteristicas del sustrato (composicion y rugosidad) y el tiempo de
exposicion de las muestras. Las variables a tener en cuenta son diversas, por lo que el
estudio se llevo a cabo de acuerdo a los criterios descriptos a continuacion. Con respecto a
los sustratos se evalu6 tanto la rugosidad como la composicion de los mismos. En relacion
con los microorganismos se analizaron tanto los planctonicos como los sésiles. En el
primer caso se tuvieron en cuenta los lugares geograficos de la fuente de agua potable (Z1
y Z2) y el lugar de la toma de dicha muestra (agua de ingreso a los equipos odontologicos
y agua de egreso hacia las salivaderas dentales). Por otra parte, los estudios se
complementaron con la enumeracion de los microorganismos planctonicos presentes en la
saliva de los pacientes sin enfermedad periodontal, tratados en los consultorios que se
analizaron. En el caso de los microorganismos sésiles se considerd tanto el lugar
geografico de la fuente de agua como el tipo de sustrato, su ubicacion y el tiempo de
exposicion. La formacion de biofilm se estudid en cortes de salivaderas de acero
inoxidable, cerdmica y opalina que se ubicaron cerca del desagiie central de las salivaderas
con un periodo de exposicion de 24 y 64 h después de la realizada la higiene de los equipos
dentales. En la superficie de las cafierias con salida hacia las salivaderas se evalud el
biofilm luego de dejar de usar el equipo durante 24 horas.

Enel item 5 se reporta el analisis estadistico de los resultados y su significacion.

4.1- Analisis de la rugosidad de los materiales.
Debido a que la rugosidad de las muestras puede ser un factor importante que influye sobre

el proceso de adherencia de microorganismos se determind la rugosidad de las muestras de
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las salivaderas. Se compar6 también la diferencia de rugosidad de acuerdo a la region de
la salivadera: borde externo (minimo contacto con el agua y saliva de los pacientes), y la
cara proxima al desagiie (maximo contacto con el agua y la saliva de los pacientes de cada
material). Se considerd que estas regiones podrian tener distinta rugosidad a causa de la
necesidad de limpieza mas profunda en el caso de la zona proxima al desagiie debido a la
mayor tendencia a la acumulacion de depdsito.

4.1.1- Anélisis de la rugosidad de los materiales mediante el uso de un rugosimetro.
Con la finalidad de comparar las rugosidades superficiales de los tres materiales
estudiados se llevd a cabo el andlisis de rugosidad de los sustratos mediante rugosimetro
Hommel T 1000. La lectura fue realizada por medio de una punta analizadora que ofrecid
un resultado cuantitativo. Los valores obtenidos se muestran en las Figuras 4.1- 4.4, donde
la longitud de recorrido corresponde a 4, § mm.

4.1.1.a) Rugosidad de los cortes de salivadera de acero inoxidable.

Figura 4.1.a- Registro de la rugosidad de un corte de la region de borde externo de una
salivadera dental de acero inoxidable. La figura indica ondulaciones y una elevada cresta.

Figura 4.1.b- Registro de la rugosidad de un corte de la region proxima al desagiie de
una salivadera dental de acero inoxidable. La figura muestra deformaciones de la
superficie por la presencia de crestas y valles.
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La Figura 4.1.a muestra menores ondulaciones y microrugosidad periddica en los bordes
de la salivadera dental estudiada con respecto al corte cercano al desagiie (Figura 4.1.b).
En este ultimo caso se observan ondulaciones de hasta 2,04 um con importantes crestas y
valles.

4.1.1.b) Rugosidad de los cortes de salivadera de ceramica.
En el caso del corte de ceramica cercano al borde los resultados obtenidos muestran baja

rugosidad con ondulaciones periddicas de baja amplitud.

.....................................................................

.

T

Figura 4.2.a- Registro de la rugosidad de un corte de la region de borde externo de una
salivadera dental de ceramica.

Figura 4.2.b- Registro de la rugosidad de un corte de la region proxima al desagiie de una
salivadera dental de ceramica (las flechas sefialan: 1: cresta, 2: valle).
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Tal como muestran las Figuras 4.2.a y 4.2.b, los resultados de la rugosidad de los cortes
de ceramica vario notablemente con la ubicacion, con marcado incremento tanto en el
patron periddico como en las irregularidades aperiodicas, en la region cercana al desagiie

(Figura 4.2.b). Alli hay estrias aperiddicas de hasta 2,8 um y crestas de 3,8 um.

4.1.1.c) Rugosidad de los cortes de salivaderas de opalina.

Figura 4.3.a- Registro de la rugosidad de un corte correspondiente a la region del borde
externo de una salivadera dental de opalina.

Como muestran las Figuras 4.3.a y 4.3.b el registro de la rugosidad correspondiente a los
cortes de los bordes externos y zona proxima al desagiie de la salivadera de opalina en
estudio, presenta una ondulacion mayor de 5 um e irregularidades periddicas menores que

la ceramica y el acero inoxidable.

Figura 4.3.b- Registro de la rugosidad de un corte préximo al desagiie de una salivadera
dental de opalina (la flecha muestra irregularidades del material).
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4.1.2-Anélisis de la rugosidad del acero inoxidable por Microscopia de Fuerza
Atdémica.

Debido a las restricciones del tamafio de las muestras que presentd el microscopio de
Fuerza Atomica (AFM) unicamente la rugosidad del acero inoxidable pudo ser analizada a
través del mismo. El lado del cuadrado que constituye el area (absisa) y la rugosidad
correspondiente de medicion (ordenada), estan representados por los cuadrados celestes y
solamente llegan hasta 75 um, debido a que el sistema no registra areas mayores que 75 x
75 umz'

La Figura 4.4 muestra valores ascendentes de rugosidad media superficial (RMS) que atin
no han estabilizado para el 4rea de 75 x 75 um? analizada. Por ese motivo los valores

registrados son menores que los indicados por el rugosimetro.
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Figura 4.4.- Registro de la rugosidad del acero inoxidable por Microscopia de Fuerza
Atémica (RMS): rugosidad media superficial, L: distancia o longitud (registrada en
micrometros).
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4.1.3- Observaciones microscopicas de las muestras a través de MEB.

or Label
ACERO F1 —20 pm—

Figura 4.5-Microfotografia obtenida a través MEB de un corte de la pared proxima al
desagiie de una salivadera dental de acero inoxidable. La flecha blanca senala las
irregularidades que pueden ser atribuibles al uso de los agentes de limpieza. Barra: 20 pm.

Accelerating V<>||_|ge‘rv|_. tion | Detector Label

20 kV SEM ceramico F1 20 e

Figura 4.6- Microfotografia obtenida a través de MEB de un corte de la pared proxima al
desagiie de una salivadera dental de ceramica. Los depdsitos impiden ver la rugosidad
superficial. Barra: 20 um.

La observacion de los materiales a través de MEB mostrd que la opalina y el acero
inoxidable presentan en ciertos puntos importantes irregularidades en la zona proxima al
desagiie (Figuras 4.5 y 4.7) debido posiblemente al uso de sustancias abrasivas durante su

limpieza. En la cerdmica se observan depdsitos superficiales que impiden distinguir la

rugosidad superficial.
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Accelerating Voltage |Magni ication | Detector Label
20 kV 1500 x S OPALINA F2

—20 ym——

Figura 4.7- Microfotografia obtenida a través de MEB de un corte proximo al desagiie de
una salivadera dental de opalina. La flecha blanca indica las irregularidades del material
que pueden ser causadas por el uso de los elementos de limpieza. Barra: 20 um.

4.1.4 - Analisis de las caracteristicas fisicas.

La Tabla 4.6 muestra los valores de las propiedades fisiscas de la ceramica.

Tabla 4.6- Caracteristicas de las muestras de ceramica analizadas.

Caracteristica fisica Valores hallados
Peso seco 9.57870 g/cm’

Peso htimedo 4.59041 g/cm’
Absorcidn agua 0.3%

Poros 0.6%
Densidad 2,324 g/ cm’

La determinacion de la densidad, porosidad y absorcion de agua se realizé siguiendo el

método de la norma IRAM 12510.

4.2- Analisis de los microorganismos planctonicos.

Se analiz6 la presencia de hongos y bacterias planctonicas en el agua de ingreso a los
equipos odontoldgicos, de egreso hacia las salivaderas dentales y de la saliva de los
pacientes sin enfermedad periodontal asistidos en los consultorios de las regiones Z1 y Z2.
Los valores medios y la significacion de las diferencias se analizardn en el item 5. En el

Apéndice II se detallan los valores obtenidos y su error estandar.
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4.2.1- Anélisis de las bacterias planctonicas.
Para el analisis de las bacterias se utilizaron los siguientes medios de cultivo: Agar liquido
Mac Conckey para detectar la presencia de enterobacterias (bacilos Gram negativos),
medio Agar sangre al 5% para analizar los cocos aerobios hemoliticos Gram positivos y
medio Agar Mitis Salivarius para la deteccion de los estreptococos orales.

4.2.1.a) Analisis de la influencia de la fuente del agua de ingreso al equipo
odontologico.

Se analiz6 la carga microbiana (bacterias y hongos) del agua de ingreso a los equipos
odontologicos desde la fuente de agua potable correspondiente (Z1 o Z2). Se tomaron
muestras del agua de las canillas en 59 consultorios en total (29 de Z1 y 30 de Z2).

Los valores medios obtenidos de las UFC/ml de las bacterias planctonicas del agua de
ingreso a los equipos odontoldgicos de cada uno de los consultorios se grafican en la

Figura 4.8.
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Figura 4.8- Valores medios de las UFC/ml de las bacterias planctonicas (BP) del agua de
ingreso (I) de los equipos odontolégicos de Z1 y Z2.

BPIZ1: color negro corresponde a las bacterias planctonicas del agua de ingreso en Z1.
BPIZ2: color rojo corresponde a las bacterias planctonicas del agua de ingreso en Z2. Las
flechas indican valores minimos y maximos en cada zona.
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Dicha Figura muestra valores similares en ambas zonas aunque el agua provenga de
diferentes fuentes. Sin embargo, el numero de bacterias detectadas varia entre 1 x 10
UFC/ml (consultorio N° 5) y 2,87 x 10° (consultorio N° 7) UFC/ml en Z1 (flechas negras)
y entre 1,2 x 10° UFC/ml (N°20) y 2,73 x 10° UFC/ml (N°21) en Z2 (flechas rojas).

Es decir, la carga microbiana del agua que ingresa a algunos consultorios es mas que el
doble de la de otros. Esto indica que hay mayor contaminacion desde la fuente a la canilla

domiciliaria en algunos sitios.

Figura 4.9- Microfotografia obtenida a través de MET de una muestra de 100 ml de agua
de ingreso a un equipo odontoldgico de Z1 de la ciudad de La Plata, procesada segtn el
item 3.4.1. La flecha negra indica una de las bacterias planctonicas. Magnificacon 8000 X.
Tal como puede observarse la Figura 4.9 en las muestras obtenidas de 100 ml de agua de
ingreso analizadas a través de MET (item 3.4.1) se observan bacterias planctonicas junto
a material particulado, posiblemente arrastrado por el flujo del agua corriente.

La muestra que sefala la Figura 4.10 puede observarse la microscopia obtenida a través de
de una muestra de agua de ingreso de los equipos odontologicos, inyectada sobre un filtro

de colodion y fijada con glutaraldehido (item 3.4.2). En la misma se distinguen escasas

bacterias planctonicas ya que la muestra procesada era de 1 ml.
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Figura 4.10-Microfotografia obtenida a través de MEB de una muestra de 1 ml de agua de
ingreso a un equipo odontologico de Z2 de la ciudad de La Plata, procesada sobre un
filtro de colodion segun item 3.4.2. La flecha negra muestra la presencia de bacterias
planctonicas. Barrra: 20 pm.

4.2.1.b) Anadlisis del agua de egreso hacia las salivaderas.
Para el analisis de la carga bacteriana del agua de egreso con salida hacia las salivaderas
se realizaron los mismos procedimientos que los explicados anteriormente para el agua de
ingreso. En la Figura 4.11 se grafican los valores obtenidos.
La Figura 4.11 muestra similitud en los valores registrados en ambas zonas (Z1 y Z2),
aunque, debe notarse que existen consultorios con valores mucho mas bajos. Como
muestra la Figura 4.11 puede notarse que el nimero de microorganismos varia entre 3,18
x 10 * UFC/ml (consultorio N° 2) y 5,30 x 10° UFC/ml (consultorio N° 18) en Z1 (flechas
negras) y entre 2,86 x 10° UFC/ml (consultorio N° 28) y 5,30 x 10° UFC/ml (consultorio

N°26) para Z2 (flechas rojas).
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Figura 4.11- Valores medios de las UFC/ml de bacterias planctonicas (BP) del agua de
egreso (E) a los equipos odontoldgicos de Z1 y Z2.

BPIZ1: color negro corresponde a las bacterias planctonicas del agua de egreso en Z1.
BPIZ2: color rojo corresponde a las bacterias planctonicas del agua de egreso en Z2.

Las flechas indican valores minimos y maximos.
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Figura 4.12- Comparacion de los valores medios de las UFC/ml de bacterias planctonicas
(BP) del agua de ingreso (I) y del agua de egreso (E) de los equipos odontologicos de Z1.
BPIZ1: color negro corresponde a las bacterias planctonicas del agua de ingreso en Z1.
BPEZ1: color rojo corresponde a las bacterias planctonicas del agua de egreso en Z1.
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Figura 4.13- Comparacion de los valores medios de las bacterias planctonicas (BP) del
agua de ingreso (I) y del agua de egreso (E) a los equipos odontoldgicos de Z2.
BPAIZ2: color negro corresponde a las bacterias planctonicas del agua de ingreso en Z2.
BPAEZ2: color rojo corresponde a las bacterias planctonicas del agua de egreso en Z2.
La Figura 4.13 muestra que la variacion entre el agua de ingreso y egreso es mas
importante en algunos consultorios que en otros, (comparar consultorios 5 y 26).
Como puede observarse en las Figuras 4.12 y 4.13 los resultados de las UFC/ml muestran
el incremento en la contaminacidon al atravesar el equipo odontologico. El nimero de
bacterias se triplica en muchos casos.
4.2.2- Anédlisis de los hongos planctonicos.
Se analiz¢6 la presencia de hongos planctonicos en el agua de ingreso a los equipos dentales
y en el agua de egreso hacia las salivaderas, utilizando el medio de cultivo s6lido Agar
Melitado de Saboreaud.
4.2.2.a) Andlisis de la influencia del agua de ingreso a los equipos
odontologicos.
En los cultivos realizados en agar s6lido Melitado de Saboreaud no se observo la

presencia de hongos planctonicos en ninguna de las dos regiones (Z1 y Z2) (Figura 4.14,

linea azul).
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4.2.2.b) Analisis del agua de egreso hacia las salivaderas dentales.

Los resultados obtenidos de los cultivos realizados en medio s6lido Agar Melitado de
Saboreaud mostraron desarrollo de grandes colonias de color verde y aspecto algodonoso
y otras colonias de color blanco de aspecto brillante similares al género candida. Los
hongos planctonicos fueron hallados en el agua corriente después que esta hubiera
atravesado las diferentes mangueras o cafierias hasta la salida hacia las salivaderas
dentales. Los resultados que muestra la Figura 4.14 de las UFC/ml de los hongos
planctonicos de ambas regiones (Z1 y Z2) son similares para los distintos consultorios con
menor variacion que en el caso de las bacterias.

En la Figura 4.14 podemos observar que los valores medios de las UFC/ml de hongos
planctonicos presentes en el agua de egreso hacia las salivaderas fue similar en ambas
regiones (Z1 y Z2), teniendo en cuenta que la fuente de agua era diferente.

La presencia de hongos planctonicos fue observada también por MEB (Figura 4.15). En
dicha Figura es posible distinguir conidias en reproduccion, en coincidencia con los datos
de la Figura 4.14. En consecuencia cuando el agua atraviesa el interior de los equipos
odontologicos modifica su carga microbiana incorporando otros microorganismos, en este

caso hongos.
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Figura 4.14- Valores medios de las UFC/ml de los hongos planctonicos (HP) del agua de
ingreso, y egreso hacia las salivaderas de los consultorios de Z1.

HPEZ1: color negro corresponde a la presencia de hongos planctonicos en el agua de
egreso en Z1.

HPEZ2: color rojo corresponde a la presencia de hongos planctdnicos en el agua de egreso
en Z2.

La linea (color azul) indica ausencia de hongos en el ingreso.

Figura 4.15- Microfotografia obtenida a través de MET de una muestra de agua de egreso
(E) hacia la salivadera dental, de un consultorio odontolégico de Z1 de la ciudad de La
Plata. La flecha negra continua muestra la hifa de un hongo plancténico, la flecha negra
discontinua sefiala conidias. Magnificacion 8000 X.
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4.2.3- Analisis de las bacterias planctonicas provenientes de la saliva de pacientes
sin enfermedad periodontal en los consultorios de Z1 y Z2.

Como las bacterias planctonicas de la saliva de los pacientes podrian jugar un rol muy
importante en la formacion del biofilm que se adhiere sobre las salivaderas dentales de los
tres materiales estudiados, se realiz6 un analisis cuantitativo de las UFC/ml de las mismas.
Las muestras se tomaron de 50 pacientes de Z1 y Z2 sin enfermedad periodontal (25 de
cada region). En la Figura 4.16 puede observarse que la distribucion de las
concentraciones de microorganismos en la saliva de los pacientes fue similar en los

pacientes de ambas zonas.
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Figura 4.16- Valores medios de las UFC/ml de las bacterias planctonicas de la saliva de 25
pacientes de cada zona sin enfermedad periodontal asistidos en los consultorios de Z1.
BPSZ1: color negro bacterias planctonicas provenientes de la saliva de los pacientes sin
enfermedad periodontal de Z1.

BPSZ2: color rojo bacterias planctonicas provenientes de la saliva de los pacientes sin
enfermedad periodontal de Z2.
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Figura 4.17- Microfotografia obtenida a través de MEB (de acuerdo al procedimiento
descripto en el item 3.4.2) de una muestra de saliva de un paciente asistido en un
consultorio odontoldgico de Z1 de la ciudad de La Plata sin enfermedad periodontal,
procesada sobre un filtro de colodion (item 3.4.2). La flecha blanca indica la presencia de
bacterias planctonicas probablemente estreptococos. Barra: 10 pm.

Figura 4.18- Microfotografia obtenida a través de MEB de una muestra de saliva de un
paciente asistido en un consultorio odontolégico de Z2 de la ciudad de La Plata sin
enfermedad periodontal, procesada en un filtro de colodion (item 3.4.2). La flecha negra
continua muestra bacterias planctonicas probablemente estreptococos, la flecha negra
discontinua sefiala bacterias planctonicas similares a las filamentosas. Barra: 10 um.
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En la Figura 4.18 puede notarse la abundante cantidad de bacterias (probablemente
estreptococos) asociadas a bacterias planctonicas similares al tipo actynomices, en una
muestra de saliva procesada sobre un filtro de membrana de colodion. En la Figura 4.19 se

muestra una cadena en detalle.

Accelerating Voltage |Magnification |Detector
20 kV 5000 x SEM 5 um

Figura 4.19-Microfotografia obtenida de una muestra de saliva de un paciente sin
enfermedad periodontal a través de MEB, procesada sobre un filtro de colodion (item
3.4.2), asistido en un consultorio de Z1 de la ciudad de La Plata. La flecha blanca sefiala
una cadena de cocos planctonicos. Barra: 5 um.

Figura 4.20- Microfotografia dptica de bacterias planctonicas presentes en una muestra
de saliva de un paciente sin enfermedad periodontal, asistido en un consultorio de Z1 de
la ciudad de La Plata, coloreadas con la tincion de Gram. Magnificacién: 1000 X.
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Figura 4.21- Microfotografia 6ptica de UFC/ml de bacterias planctonicas provenientes de
una muestra de un paciente sin enfermedad periodontal asistido en un consultorio de Z2
de la ciudad de La Plata, tefiida con la coloracion de Gram. Magnificacion: 1000 X.

Tal como muestran las Figuras 4.20 y 4.21 las bacterias mas observadas en las muestras

coloreadas por la tinciéon de Gram son los estreptococos (Gram positivos).

Figura 4.22- Fotografia del cultivo de una muestra de saliva de un paciente sin enfer-
medad periodontal en Agar Mitis Salivarius, asistido en un consultorio de Z2 en la ciudad
de La Plata. La flecha negra muestra colonias elevadas de color celeste claro de cocos de
la especie de Streptococcus salivarius.
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Como indica la Figura 4.22 en el conteo de UFC/ml de saliva sembrados en condiciones
de anaerobiosis en Agar Mitis Salivarius, las bacterias planctonicas que se hallaron en

mayor cantidad fueron de la especie Streptococcus salivarius.

4.3-Analisis de microorganismos sésiles.

Se analizaron los microorganismos sésiles (bacterias y hongos) presentes en el interior de
las canerias metalicas por donde circula el agua corriente de egreso hacia las salivaderas
dentales. Por otra parte se expusieron y evaluaron cortes del mismo material de las
salivaderas en la zona de desagiie de las mismas durante 24 y 64 horas. En ambos casos
fueron analizados consultorios pertenecientes a Z1 y Z2 de la ciudad de La Plata. Los
valores medios y el error estandar se detallan en las Tablas I1.10-I1.25 del Apéndice II.
El analisis estadistico de las medias y valores minimos y maximos se realizara en el item 5.

4.3.1- Anélisis de las UFC/cm? de bacterias sésiles provenientes del interior de las
caferias metalicas con salida hacia las salivaderas.

Se tomaron muestras de 58 cafierias en total (28 cafierias pertenecientes a Z1 y 30 cafierias
de Z2). Entre las bacterias observadas en las siembras de agar sangre al 5% incubadas a
37° C durante 48 horas se identificaron cocos Gram positivos no hemoliticos. En los
cultivos realizados en medio liquido agar Mac Conckey no fueron identificados bacilos

Gram negativos del tipo enterobacterias. En la Figura 4.23 se grafican los valores medios.
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Figura 4.23- Valores medios de las UFC/cm” de las bacterias sésiles en el interior de las
cafierias metalicas (C) de los consultorios de Z1 y Z2.

BSCZ1: color negro corresponde a bacterias adheridas a las cafierias metalicas, 24 horas
después del cese de circulacion del agua por los equipos dentales en Z1.

BSCZ2: color rojo corresponde a bacterias adheridas a las cafierias metélicas, 24 horas
después del cese de la circulacion de agua por los equipos dentales en Z2. Las UFC
corresponden a un area de raspado de superficie de 0,4 cm®.

Como muestra la Figura 4.23 los valores medios de las UFC/ml enumeradas fueron
similares en ambas regiones (Z1 y Z2).
4.3.2-Andlisis de las UFC/cm” de los hongos sésiles provenientes del interior de las
cafierias metalicas con salida hacia las salivaderas.
Se tomaron muestras de 30 cafierias de cada zona (Z1 y Z2) que se cultivaron en el medio
solido de Agar Saboreaud. Se observaron grandes colonias de hongos de color verde y de
aspecto aterciopelado y otras colonias de color blanco de aspecto brillante similares a las

de al género candida. Los resultados son los que se muestran en la Figura 4.24.
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Figura 4.24- Resultado de los valores medios de los hongos sésiles en el interior de las
cafierias metalicas de los consultorios de Z1 y Z2.

HSCZ1: color negro corresponde a los hongos sésiles adheridos a las cafierias metalicas
con salida hacia las salivaderas, en los consultorios de Z1, 24 horas después del cese de
circulacion del agua corriente por los equipos.

HSCZ2: color rojo corresponde a los hongos sésiles adheridos a las cafierias metalicas con
salida hacia las salivaderas, en los consultorios de Z2, 24 horas después del cese de la
circulacion de agua corriente por los equipos. Las UFC corresponden a un area de raspado
de superficie de 0,4 cm”.

Puede observarse que el nimero de hongos sésiles varia marcadamente de un consultorio a
otro, entre 4 x10° UFC/cm? (consultorio N° 7) y 10 x10° UFC/cm? (consultorio N° 8) para
72 (ver flechas de la Figura 4.24).

Tal como se observa en las Figuras 4.25 y 4.26 la muestra procesada por MET permite
identificar la composicion del biofilm (bacterias, hongos y particulas adheridas) en el

interior de las cafierias metalicas.
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Figura 4.25-Microfotografia obtenida a través de MET de una muestra obtenida por
raspado de una cafieria metélica por donde circula agua que egresa hacia la salivadera de
un consultorio odontoldgico de Z1 de la ciudad de La Plata., con un periodo de cese de
circulacion del agua corriente de 24 horas. La flecha negra continua sefiala una de las
bacterias planctonicas, la flecha negra discontinua sefiala la hifa de un hongo plancténico.
Magnificacion: 8000 X.

Figura 4.26- Microfotografia obtenida a través de MET de una muestra obtenida por
raspado de una cafieria metalica por donde circula el agua que egresa hacia la salivadera de
un consultorio odontologico de Z2 de la ciudad de La Plata, con un periodo de cese de
circulacion del agua corriente de 24 horas. La flecha negra discontinua sefiala una bacteria
sésil con la posible formacion de polisacaridos extracelulares, la flecha negra continua
indica la presencia de material particulado. Magnificacion: 8000 X.
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Figura 4.27-Microfotografia obtenida a través de MET de una muestra obtenida por
raspado de una cafieria metdlica de un consultorio odontoldgico de Z2 de la ciudad de La
Plata, con un periodo de cese de circulacion del agua corriente de 24 horas. La flecha negra
continua muestra las esporas de un hongo sésil y la flecha negra discontinua sefiala la
presencia de material particulado adherido al interior de las cafierias metalicas por donde
egresa el agua hacia las salivaderas. Magnificacion: 8000 X.
En las Figuras 4.26 y 4.27 se observa la presencia de material particulado entre las
bacterias sésiles. También puede observarse la presencia de esporas de hongos que estaban
adheridos a la superficie de las cafierias.
4.3.3-Analisis de las UFC/cm” de las bacterias sésiles provenientes de los cortes de
las salivaderas dentales.
Se tomaron muestras sobre 118 cortes en total de paredes proximas al desagiie, de
salivaderas de acero inoxidable, ceramica y opalina. Cada uno de los cortes de idéntico
material que el de la salivadera, fue colocado sobre las paredes internas proximas a la
rejilla de desagiie de las mismas, en los consultorios seleccionados en Z1 y Z2, de la
ciudad de La Plata. Los cortes permanecieron expuestos durante periodos de 24 y 64 h. Los
mismos estuvieron sometidos al flujo salival de los pacientes asistidos en cada uno de los

consultorios, sin enfermedad periodontal, y a la salida de agua de egreso de las cafierias

hacia las salivaderas.
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4.3.3.a) Andlisis de las UFC/cm’ de las bacterias sésiles provenientes de

los cortes de acero inoxidable de salivaderas dentales con periodos de

exposicion de 24 y 64 horas.
Se analizaron las UFC/cm’® de bacterias sésiles adheridas a 40 cortes (10 para cada
condicién) de salivaderas dentales de acero inoxidable con periodos de exposicion de 24 y
64 horas. En los cultivos realizados en medio solido Agar Mitis Salivarius, incubados a
37°C durante 48 horas en condiciones de anaerobiosis se identificaron cocos de la especie
Streptococcus salivarius. En los cultivos realizados en medio solido Agar sangre al 5%
incubados a 37°C durante 48 horas se observaron cocos Gram positivos no hemoliticos del
mismo tipo que los mencionados anteriormente. Los resultados obtenidos de los valores
medios de las UFC/cm” en el medio Agar Mitis Salivarius y Agar sangre al 5% son los

que se muestran en las Figuras 4.28.a y b.
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Figura 4.28.a-Valores medios y error estandar de las UFC/cm” de las bacterias sésiles
(BS) encontradas sobre los cortes de acero inoxidable (AI) cercanos al desagiie de las
salivaderas dentales de los consultorios de Z1 (rojo) y Z2 (verde), con 24 h de exposicion.
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Figura 4.28.b- Valores medios y error estandar de las UFC/cm” de las bacterias sésiles
(BS) encontradas sobre los cortes de acero inoxidable (AI) proximos al desagiie, de las
salivaderas dentales de los consultorios de Z1 (rojo) y Z2 (verde), con 64 h de exposicion.
Como se observa en las Figuras 4.28.a (24 h) y 4.28.b (64 h) los nameros de las UFC/cm®
de las bacterias sésiles adheridas en los cortes de acero inoxidable observadas en las zonas
Z1 y Z2 fueron similares.

En la Figura 4.28.c. se comparan los resultados obtenidos a las 24 y 64 horas de
exposicion. Se observa un incremento del nimero de las UFC/cm? de bacterias sésiles en
relacion con el tiempo de exposicion. La variacion es mas importante en algunos

consultorios como el N° 8, (ver flecha).
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Figura 4.28.c- Comparacion de los valores medios de las UFC/cm? de las bacterias sésiles
(BS) observadas en los cortes proximos al desagiie de las salivaderas dentales de acero
inoxidable (AI), colocados en los consultorios de Z1 y Z2, con un periodo de exposicion
de 24 y 64 h. (Negro: 24 h, rojo: 64 h)

Figura 4.29- Microfotografia obtenida a través de MEB de un corte de la pared interna de
una salivadera de acero inoxidable colocado en la zona proxima al desagiic de una
salivadera de un consultorio odontolégico de Z1 de la ciudad de La Plata, con un periodo
de exposicion de 24 h. La flecha negra continua senala bacterias sésiles sobre la superficie
del material, la flecha negra discontinua muestra el ataque por picado del acero inoxidable.
Barra: 20 pm.
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Figura 4.30- Microfotografia obtenida a través de microscopia de epifluorescencia del
biofilm formado “in vitro” sobre un corte de acero inoxidable colocado proximo al desagiie
de una salivadera del mismo material, en un consultorio de Z2 de la ciudad de La Plata,
con un periodo de exposicion de 64 h. La flecha blanca sefala bacterias sésiles tefiidas con
naranja de acridina. Magnificacion: 400 X.

Como puede observarse en la Figura 4.29, la muestra obtenida de un corte de una
salivadera de acero inoxidable observada a través de MEB, previamente deshidratada,
fijada y secada con punto critico, (item 3.4.2) presenta bacterias sésiles de forma cocoidea
adheridas a la superficie del material después de 24 horas de exposicion. Durante dicho
periodo el equipo dental se mantuvo en reposo, con cese del flujo de agua.

En la Figura 4.30, puede observarse una muestra tefitda con naranja de acridina y
observada por microscopia de epifluorescencia. Al comparar con las Figura 4.29 y 4.30

puede notarse un aumento en el nimero del mismo tipo de bacterias sésiles después de 64

horas de exposicion (fin de semana), con cese del flujo de agua corriente.
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4.3.3.b) Andlisis de las UFC/em’ de las bacterias sésiles provenientes de
los cortes de ceramica de salivaderas dentales con periodos de exposicion

de 24 y 64 horas.
Se analizaron las UFC/cm?® de bacterias sésiles adheridas a 40 (10 para cada condicién)
cortes en total de salivaderas dentales de ceramica en diferentes periodos de exposicion (24
y 64 h). En los cultivos realizados en Agar Mitis Salivarius incubados a 37°C durante 48
horas en condiciones de anaerobiosis se identificaron cocos de la especie Streptococcus
salivarius. En los cultivos realizados en medio de Agar sangre al 5% en condiciones de
aerobiosis se observaron bacilos Gram negativos no fermentativos. Los resultados de las

UFC/cm” obtenidos en estos medios se muestran en las Figuras 4.31.a y 4.31.b.
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Figura 4.31.a- Valores medios y error estandar de las UFC/cm” de las bacterias sésiles
(BS) encontradas sobre los cortes de ceramica (C) proximos al desagiie de las salivaderas
dentales de los consultorios de Z1 (rojo) y Z2 (verde), con 24 h de exposicion.
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Figura 4.31.b-Valores medios y error estandar de las UFC/cm” de las bacterias sésiles
(BS) encontradas sobre los cortes de ceramica (C) proximos al desagiie, de las salivaderas
dentales de los consultorios de Z1 (rojo) y Z2 (verde), con 64 h de exposicion.

Como se observa en las Figuras 4.31.a (24 h) y 4.31.b (64 h) los valores medios de las

UFC/cm” de las bacterias sésiles observadas sobre los cortes de cerdmica proximos al

desagiie de las salivaderas dentales correspondientes a Z1 son similares a Z2.
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Figura 4.31-c Analisis comparativo de los valores medios de las UFC/cm? de las bacterias
sésiles (BS) encontradas en los cortes proximos al desagiie de las salivaderas dentales de
ceramica (C), colocados en los consultorios de Z1 y Z2, con un periodo de 24 y 64 h de
exposicion. (Negro: 24 h, rojo: 64 h)
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El anélisis comparativo (Figura 4.31.c) de los valores registrados de ambas regiones (Z1)
y (Z2) presenta un aumento en las bacterias sésiles (BS) con el tiempo de exposicion,

detectandose un importante incremento de colonias de cocos Gram positivos.

Figura 4.32- Microfotografia obtenida a través de MEB de las bacterias sésiles del biofilm
adherido a un corte de cerdmica colocado proximo al desagiie de una salivadera del mismo
material, en un consultorio de Z1 de la ciudad de la Plata, con un periodo de exposicion de
24 h. Las flechas negras indican bacterias sésiles sumergidas en material polimérico
extracelular. Barra: 5 um.

—10 ym———

Figura 4.33-Microfotografia obtenida obtenida a través de MEB de las bacterias sésiles
del biofilm adherido a un corte de ceramica colocado sobre de la pared interna proxima al
desagiie de una salivadera del mismo material, colocado en un consultorio de Z2 de la
ciudad de La Plata, con un periodo de exposicion de 24 h. La flecha blanca sefiala bacterias
sésiles inmersas en una matriz de material polimérico extracelulares. Barra: 10 pm.
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Las Figuras 4.32 y 4.33 corresponden a muestras expuestas 24 horas sobre cortes de
ceramica. Se observa un importante nimero de bacterias cocoideas sumergidas en material
polimérico extracelular. Luego de 64 horas de exposicion (Figura 4.34) se pudieron
distinguir bacterias filamentosas probablemente del tipo Actinomyces, posiblemente
proveniente de la saliva de los pacientes. La escasa presencia de cocos en el agua de
ingreso demuestra la influencia que ejerce la saliva de los pacientes en la contaminacion

bacteriana de las salivaderas.

Figura 4.34- Microfotografia obtenida a través de MEB de las bacterias sésiles del biofilm
adherido a un corte de ceramica colocado sobre la pared proxima al desagiie, de una
salivadera del mismo material, colocado en un consultorio de Z2 de la ciudad de La Plata,
con un periodo de exposicion de 64 horas. La flecha negra continua indica la presencia de
bacterias filamentosas. Barra: 20 um.
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Figura 4.35- Microfotografia obtenida a través de MEB de las bacterias sésiles del biofilm
formado sobre un corte de ceramica colocado proximo al desagiie de una salivadera del
mismo material, en un consultorio de Z2 de la ciudad de La Plata, con un periodo de
exposicion de 64 h. La flecha negra sefala la presencia de bacterias sésiles filamentosas
asociadas a los cocos adheridos sobre el corte. Barra: 20 um.

Figura 4.36- Microfotografia obtenida a través de microscopia de epifluorescencia del
biofilm formado “in- vitro”’sobre un corte de ceramica colocado préximo al desagiie de una
salivadera del mismo material perteneciente a un consultorio de Z1 de la ciudad de La
Plata, con un periodo de exposicion de 64 h. La flecha blanca sefiala bacterias adheridas a
la superficie del material, tefiidas con naranja de acridina. Magnificacion: 400 X.
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Figura 4.37- Microfotografia obtenida a través de microscopia de epifluorescencia del
biofilm formado “in vitro” sobre un corte de ceramica colocado préoximo al desagiie de una
salivadera del mismo material perteneciente a un consultorio de Z2 de la ciudad de La
Plata, con un periodo de exposisicon de 64 h. La flecha negra sefiala bacterias sésiles
teflidas con naranja de acridina. Magnificacion 1000 X.
La Figura 4.35 muestra bacterias filamentosas similares a las reportadas por Piovano
(1999). Las Figuras 4.36 y 4.37 muestran mayor numero de las bacterias adheridas sobre
los cortes de ceramica en relacion a los de acero inoxidable. Las mismas fueron observadas
a través de microscopio optico con epifluorescencia, tefiidas con naranja de acridina,
después de las 64 horas de exposicion (un fin de semana) y del cese de agua corriente por
el circuito de los equipos odontologicos.
4.3.3.c) Andlisis de las UFC/em’ de las bacterias sésiles provenientes de
los cortes de opalina de salivaderas dentales con periodos de exposicion
de 24 y 64 horas.
Se analizaron las UFC/cm® de bacterias sésiles adheridas a 38 cortes en total de
salivaderas dentales de opalina con diferentes periodos de exposicion (24 h y 64 h). Las

bacterias halladas con mayor frecuencia fueron cocos Gram positivos de la especie

Streptococcus salivarius.
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Figura 4.38.a- Valores medios y error estandar de las UFC/cm® de las bacterias sésiles
(BS) encontradas sobre los cortes de opalina (O) préximos al desagiie de las salivaderas
dentales de los consultorios de Z1 (rojo) y Z2 (verde), con 24 h de exposicion.
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Figura 4.38.b- Valores medios y error estandar de las UFC/cm® de las bacterias sésiles
(BS) encontradas sobre los cortes de opalina (O) préximos al desagiie de las salivaderas
dentales de los consultorios de Z1 (rojo) y Z2 (verde), con 64 h de exposicion.

Tal como muestran las Figura 4.38.a y 4.38.b los valores medios de las UFC/cm” de las

bacterias adheridas sobre los cortes de opalina ubicados proximos al desagiie de las
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salivaderas, a las 24 y 64 horas de exposicion, en ambas regiones (Z1 y Z2) fueron

similares.
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Figura 4.38.c- Analisis comparativo de los valores medios de las UFC/cm® de las bac-
terias sésiles (BS) encontradas en los cortes cercanos al desaglie de las salivaderas dentales
de opalina (O), colocados en los consultorios de Z1 y Z2, con un periodo de 24 h'y 64 h de
exposicion. (Negro: 24 h, rojo: 64 h)

El analisis comparativo de los valores de las UFC/cm” de las bacterias sésiles obtenidas de
ambas regiones (Z1 y Z2) para 24 y 64 horas de exposicion (Figura 4.38.c) muestra que el
numero de las bacterias se incremento6 con el tiempo.

La Figura 4.39 muestra en detalle de bacterias adheridas sobre los cortes de opalina de las

salivaderas dentales que sobre los de acero inoxidable y ceramica, después de 64 horas de

exposicion.

96



Accelerating Voltage | Magnification|Detector Label |Spot Size
20 kV 10000 x SEM |OPALINAF1| 50 = lin—r

Figura 4.39-Microfotografia obtenida a través de MEB de bacterias sésiles provenientes
del biofilm formado sobre un corte de opalina colocado proximo al desagiie de una
salivadera de del mismo material, perteneciente a un consultorio odontolégico de Z2 de
ciudad de La Plata, con un periodo de exposicion de 24 h. La flecha negra muestra
bacterias adheridas sobre el material. Barra: 2 pm.

Figura 4.40- Microfotografia optica por epifluorescencia de un biofilm formado “in vitro”
sobre un corte de opalina colocado sobre una salivadera del mismo material perteneciente a
un consultorio de Z2 de la ciudad de La Plata, con un periodo de exposicion de 64 h. La
flecha blanca sefiala la presencia de bacterias sésiles (cocos), la flecha gris muestra la
direccion de las rayaduras que coincide con la orientacion preferencial de algunas
bacterias. Magnificacion 400 X.
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4.3.3.d) Andlisis comparativo de los valores medios de las UFC/em’ de las
bacterias adheridas sobre los tres materiales.

Se realizé un analisis comparativo de los valores medios de las UFC/cm? de las bacterias
sésiles de cortes ubicados proximos al desagiie de las salivaderas de los tres materiales
estudiados (acero inoxidable, ceramica y opalina) con 24 y 64 horas de exposicion en Z1 y
72.

Las Figuras 4.41.a y 4.41.b muestran la influencia del material de la salivadera en el
numero de bacterias adheridas. Los mayores valores de los microorganismos se obtuvieron
para la ceramica, seguidos por la opalina y el acero inoxidable. La carga microbiana
aument6 considerablemente al incrementar las horas, siendo el cambio mayor en el caso de

la ceramica. (Figura 4.38.c).
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Figura 4.41.a-Analisis comparativo de los valores medios de las UFC/cm? de las bacterias
sésiles (BS) encontradas en los cortes proximos al desagiie de las salivaderas de acero
inoxidable, ceramica y opalina (Al, C, O) colocados en los consultorios de Z1 y Z2, con un
periodo de exposicion de 24 h. (Negro: acero inoxidable, verde opalina, rojo: ceramica).
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Figura 4.41.b-Anélisis comparativo de los valores medios de las UFC/cm” de las bacterias
sésiles (BS) encontradas en los cortes cercanos al desagiie de las salivaderas de acero
inoxidable, ceramica y opalina (Al, C, O), colocados en los consultorios de Z1 y Z2, con
un periodo de exposicion de 64 h. (Negro: acero inoxidable, verde opalina, rojo: ceramica,
h: horas de exposicion).

4.3.4- Analisis de las UFC/cm”* de los hongos sésiles provenientes de los cortes de
las salivaderas dentales.

Se analizaron las colonias de los hongos sésiles adheridos sobre un total de 118 cortes
proximos al desagiie de las salivaderas dentales de los tres materiales, colocados en los
consultorios seleccionados en Z1 y Z2.
4.3.4.a) Andlisis de las UFC/cm’ de los hongos sésiles provenientes de los
cortes de acero inoxidable de las salivaderas dentales con periodos de
exposicion de 24 y 64 horas.
Se analizaron las UFC/cm” de hongos sésiles adheridos a 40 cortes en total (10 para cada
condicién) de salivaderas dentales de acero inoxidable con diferentes periodos de
exposicion (24 y 64 h). Las muestras se obtuvieron a partir del biofilm formado sobre los

cortes de las salivaderas por los microorganismos provenientes del agua corriente de

egreso hacia las salivaderas dentales y de los pacientes sin enfermedad periodontal
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asistidos en los consultorios seleccionados. En los cultivos realizados en Agar Melitado de
Saboreaud se observaron colonias de hongos ambientales de color verde y aspecto
algodonoso, y grandes colonias blancas de aspecto brillante, similares al género Cdndida.
Los resultados obtenidos son los que se muestran en las Figuras 4.42.a y 4.42.b.

Como se observa en las Figura 4.42.a y 4.42.b los valores de las colonias de los hongos
sésiles observados en los cortes de acero inoxidable con un periodo de exposicion de 24

horas, son similares en ambas regiones (Z1 y Z2).
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Figura 4.42.a- Valores medios y error estandar de las UFC/cm” de los hongos sésiles
(HS) encontrados sobre los cortes de acero inoxidable (Al) proximos al desagiie de las
salivaderas dentales de los consultorios de Z1 (rojo) y Z2 (verde), con 24 h de exposicion.
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Figura 4.42.b- Valores medios y error estandar de las UFC/cm” de los hongos sésiles
(HS) encontrados sobre los cortes de acero inoxidable (AI) proximos al desagiie de las
salivaderas dentales de los consultorios de Z1 (rojo) y Z2 (verde), con 64 h de exposicion.
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Figura 4.42.c- Analisis comparativo de los valores medios de las UFC/cm” de los hongos
sésiles (HS) observados en los cortes proximos al desagilie de las salivaderas dentales de
acero inoxidable (AI), colocados en los consultorios de Z1 y Z2, con periodos de 24 h 'y
64 h de exposicion.

(Negro: 24 h, rojo: 64 h)
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En la Figura 4.42.c se observa el analisis comparativo de los valores de las medias de las
UFC/cm® de los hongos sésiles adheridos en los cortes proximos al desagiie de las
salivaderas de acero inoxidable muestran un incremento en relacion al tiempo de
exposicion de las muestras. La variacion es mas importante en algunos consultorios como
el N° 19 (flecha gris).

4.3.4.b) Andlisis de las UFC/cm’ de los hongos sésiles provenientes de los

cortes de ceramica de las salivaderas dentales con periodos de exposicion

de 24 y 64 horas.
Se analizaron las UFC/cm?® de hongos observados sobre 40 cortes (10 para cada condicion)
proximos al desagiie de salivaderas de cerdmica. En los cultivos realizados en Agar de
Saboreaud se observaron colonias de hongos ambientales de color verde y aspecto
algodonoso, y grandes colonias blancas de aspecto brillante, similares al género candida.
Los resultados obtenidos son los que se muestran en las siguientes Figuras 4.43.a y 4.43.
b. Las mismas muestran que los valores de las UFC/cm? de los hongos sésiles encontrados

en los cortes de ceramica cercanos al desagiie de las salivaderas dentales de Z1 y Z2 son

similares.
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Figura 4.43.a- Valores medios y error estandar de las UFC/cm” de los hongos sésiles (HS)
observados sobre los cortes de ceramica (C) cercanos al desagiie de las salivaderas dentales
de los consultorios de Z1 (rojo) y Z2 (verde), con 24 h de exposicion.
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Figura 4.43.b- Valores medios y error estandar de las UFC/cm” de los hongos sésiles
(HS) observados sobre los cortes de ceramica (C) cercanos al desagiie de las salivaderas
dentales de los consultorios de Z1 (rojo) y Z2 (verde), con 64 h de exposicion.
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Figura 4.43.c- Analisis comparativo de los valores medios de las UFC/cm” de los hongos
sésiles (HS) encontrados en los cortes cercanos al desagiie de las salivaderas dentales de
ceramica (C), colocados en los consultorios de Z1 y Z2, con periodos de 24 h'y 64 h de
exposicion. (Negro: 24 h, rojo: 64 h)

En la Figura 4.43.c se muestra un incremento de hongos séiles en relacion al tiempo de
exposicion. La variacion es mucho mas importante en algunos consultorios comparar N° 10

y 16 (flechas negras) y N° 6 y 12 (flechas rojas).

Figura 4.44- Fotografia de un cultivo en Agar Melitado de Saboreaud de hongos sésiles
del género Cdndida extraidos del biofilm adherido sobre un corte de ceramica, colocado
proximo al desagiie de una salivadera dental del mismo material.
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En la Figura 4.44 se observa un cultivo de hongos sésiles, (Agar Melitado de Saboreaud
incubado a temperatura ambiente en condiciones de aerobiosis), similares al género
candida. El desarrollo de los mismos sobre los cortes de ceramica podria verse favorecido
por la temperatura ambiente, el cese de la circulacion de agua y el fluido salival
depositado sobre el sustrato durante 64 horas.

4.3.4.¢c) Andlisis de las UFC/em’ de los hongos sésiles provenientes de los

cortes de opalina de las salivaderas dentales con periodos de exposicion

de 24 y 64 horas.
Se analizaron las UFC/cm? de hongos sésiles adheridas a 38 cortes en total de salivaderas
dentales de opalina con diferentes periodos de exposicion (24 y 64 h). Las muestras se
obtuvieron a partir del biofilm formado sobre los cortes de las salivaderas por los
microorganismos provenientes del agua corriente de egreso hacia las salivaderas dentales y
de los pacientes sin enfermedad periodontal asistidos en los consultorios seleccionados,
asi como por los microorganismos ambientales. En los cultivos realizados en Agar
Melitado de Saboreaud se observaron colonias de hongos ambientales de color verde y
aspecto algodonoso, y grandes colonias blancas de aspecto brillante, similares al género
Candida. Los resultados obtenidos son los que se muestran en las Figuras 4.45.a y 4.45.b.
En la Figura 4.45.a se grafica el niimero de las UFC/cm® de los hongos sésiles
encontrados en los cortes de opalina cercanos al desagiie de las salivaderas dentales. Puede

notarse que los valores son similares para las regiones Z1 y Z2.
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Figura 4.45.a- Valores medios y error estandar de las UFC/cm® de los hongos sésiles
observados sobre los cortes de opalina (O) cercanos al desagiie de las salivaderas dentales
de los consultorios de Z1 (rojo) y Z2 (verde), con 24 h de exposicion.
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Figura 4.45.b- Valores medios y error estandar de los hongos sésiles (HS) encontrados
sobre los cortes de opalina (O) cercanos al desagiie de las salivaderas dentales de los
consultorios de Z1 (rojo) y Z2 (verde), con 64 h de exposicion.
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Figura 4.45.c- Comparacién de los valores medios de las UFC/cm” de los hongos sésiles
(HS) encontrados en los cortes cercanos al desagiie de las salivaderas dentales de opalina

(O), colocados en los consultorios de Z1 y Z2, con periodos de 24 h y 64 h de exposicion.
(Negro: 24 h, rojo: 64 h)

El anélisis comparativo (Figura 4.45.c) de los valores registrados en las Figuras 4.45.a y
4.45.b, muestra un incremento importante del nimero de hongos sésiles en relacion al
tiempo de exposicion en algunos consultorios como el N° 7, y en otros se mantiene
constante.

4.3.4.d) Andlisis comparativo de los valores medios de las UFC/cm’ de los
hongos adheridos sobre los tres materiales.

Tal como muestran las Figuras 4.46.a y 4.46.b. los valores medios de hongos sésiles en
los cortes de las salivaderas de los tres materiales analizados a las 24 y 64 horas, son en

orden creciente: acero inoxidable < opalina < cerdmica.
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Figura 4.47.a- Comparacion de los valores medios de las UFC/cm® de los hongos sésiles
(HS) adheridos a los cortes cercanos al desagiie en cortes de todas las salivaderas de acero
inoxidable (Al), ceramica (C) y opalina (O) colocados en consultorios de Z1 y Z2, con un
periodo de exposicion de 24 h. (Negro: acero inoxidable, verde: opalina, rojo: ceramica).
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Figura 4.47.b. Analisis comparativo entre los valores medios de las UFC/cm” hongos
sésiles (HS) adheridos a los cortes cercanos al desagiie en cortes de todas las salivaderas de
acero inoxidable (AI), ceramica (C) y opalina (O) colocados en consultorios de Z1 y Z2,
con un periodo de exposicion de 64 h. (Negro: acero inoxidable, verde: opalina, rojo:

ceramica).
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5- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Se realizod el analisis estadistico de los siguientes resultados: UFC/ml de microorganismos
plancténicos (bacterias y hongos) provenientes del agua corriente de ingreso hacia los
equipos dentales, del agua de egreso con salida hacia las salivaderas y de la saliva de los
pacientes sin enfermedad periodontal, asistidos en los consultorios seleccionados en Z1 y
Z2. También fueron analizadas estadisticamente las muestras de los microorganismos
sésiles (bacterias y hongos) adheridos sobre las cafierias metéalicas con salida hacia las
salivaderas, y los adheridos sobre los cortes de salivaderas de acero inoxidable, opalina y
ceramica seleccionados en Z1 y Z2, en dos periodos de tiempo (24 h y 64 h) después del
cese de circulacion del agua. Se incluyen también los valores minimos y maximos de cada
situacion particular, incluyendo los valores correspondientes a Ra, con el objeto de resaltar

las diferencias existentes entre los distintos consultorios.

5.1-Analisis estadistico de la rugosidad superficial de los materiales.
Se realizd el analisis estadistico de los tres materiales estudiados (acero inoxidable,
ceramica y opalina) de las salivaderas dentales de ambas regiones (Z1 y Z2) aplicando el
test de Student (Prueba t) para los valores de la Ra (altura de la rugosidad superficial) en
los bordes externos (B.E.) y paredes internas (P.L.).

5.1.1-Valores minimos, medios, maximos y Prueba t para la Ra de los cortes de

acero inoxidable.

Tabla 5.1- Valores minimos, medios y méaximos de la rugosidad registrados en las
muestras del borde externo y de la pared interna proxima al desagiie de las salivaderas de
acero inoxidable.

Ubicacion Valor Mn Valor M Desviacion | Valor Mx
(um) (um) estandar (um)

Borde 0,18 0,19 0,008 0,20

externo

Pared 0,20 0,22 0,016 0,24

interna

N: corresponde al nimero de cortes. Borde externo: corresponde a los cortes del borde
externo de las salivaderas, pared interna: corresponde a los cortes de la pared interna
proxima al desaglie de las salivaderas dentales de acero inoxidable. Mn: valor minimo, M:
valor medio, Mx: valor maximo.
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Figura 5.1.- Valores minimos, medios y méaximos de la Ra de los cortes de los bordes
externos (B. E.) y de las paredes internas (P. I.) de las salivaderas de acero inoxidable.
Color rojo: valor minimo de la Ra, color verde: valor medio de la Ra, color azul: valor
maximo de la Ra (10'6 m=1 pum).

Como se muestra en la Figura 5.1 los valores medios de la altura de la rugosidad (Ra) en
los cortes de las paredes internas de las salivaderas de acero inoxidable tienen un leve
incremento con respecto a los valores de los bordes externos. Sin embargo no se hallé una
diferencia significativa (P= 0,08), considerando diferencia significativa cuando P< 0,05.
Esto es debido probablemente a la menor influencia de los métodos de limpieza para este

material. Los valores minimos y maximos presentan diferencias ligeramente mayores en

las paredes internas que en los bordes externos.
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5.1.2-Valores minimos, medios y maximos y Prueba t para la Ra de los cortes de
opalina.

Tabla 5.2- Valores minimo, medio y maximo de la rugosidad registrados en las muestras
del borde externo y de la pared interna de las salivaderas dentales de opalina.

Ubicacion Valor Mn Valor M Desviacion | Valor Mx N
(um) (um) estandar (um)

Borde 0,25 0,29 0,032 0,33

externo 3

Pared 0,40 0,43 0,023 0,45

interna 3

N: cantidad de muestras, borde externo: corresponde al borde externo de los cortes de las
salivaderas dentales, pared interna: corresponde a la pared interna proxima al desagiie de
los cortes de salivaderas. Mn: valor minimo, M: valor medio, Mx: valor maximo.
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Figura 5.2- Valores minimos, medios y maximos de la Ra de los cortes de los bordes
externos (B.E) y las paredes internas (P.1.) de las salivaderas de opalina.

Color rojo: valor minimo de la Ra, color verde: valor medio de la Ra, color azul: valor
maximo de la Ra (10°m = 1 pum).
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Con respecto a los valores de la Ra obtenidos de los cortes de las paredes internas de las
salivaderas de opalina (Figura 5.2) se encontraron mayores en los bordes externos.
Aplicando la prueba t se hallo una diferencia significativa de P= 0,007.

5.1.3- Valores minimos, medios y maximos y Prueba t para la Ra de los cortes de
ceramica.

Tabla 5.3- Valores minimos, medios y méaximos de la rugosidad registrados en las
muestras del borde externo y de la pared interna de las salivaderas de ceramica.

Ubicacion Valor Mn Valor M Desviacion | Valor Mx N
(pm) (pm) estandar (um)

Borde 0,48 0,51 0,023 0,53 3

externo

Pared 0,70 0,76 0,057 0,84 3

interna

N: cantidad de muestras, borde externo: corresponde a los cortes de borde externo de las
salivaderas, pared interna: corresponde a los cortes de la pared interna proxima al desagiie
de las salivaderas. Mn: valor minimo, M: valor medio, Mx: valor maximo.

Tal como muestra la Figura 5.3 los valores de la Ra de los bordes externos de las
salivaderas de ceramica son muy inferiores a los valores de las paredes internas, existiendo
un diferencia estadisticamente significativa de P=0,007. Los valores minimos y maximos

de los bordes y las paredes internas presentan diferencias importantes dando cuenta de la

influencia de los distintos métodos de limpieza
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Figura 5.3- Valores minimos, medios y maximos de la Ra de los cortes de los bordes
externos (B.E) y las paredes internas (P.I) de las salivaderas de ceramica.

Color rojo: valor minimo de la Ra, color verde valor medio de la Ra, color azul: valor
maximo de la Ra (10°m =1 pm).

5.1.4-Analisis comparativo de los valores medios de la Ra de los cortes de acero
inoxidable, cerdmica y opalina.
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Figura 5.4- Valores medios de la Ra de los cortes de bordes externos (B.E) y paredes
internas (P.I) de las salivaderas de acero inoxidable (A. I.), opalina (O) y cerdmica (C).
Color rojo: valor medio de Ra para el acero inoxidable (Al), color verde: valor medio de
Ra para la opalina (O), color azul: valor medio de Ra para ceramica (C). Medida de Ra =
10°m (1 pm).
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Haciendo un andlisis comparativo de la Ra entre los tres materiales se observo (Figura
5.4) que el resultado fue en orden creciente el siguiente: acero inoxidable < opalina <
ceramica, tanto en los bordes como en las paredes internas. Por otra parte, la ceramica es
la que presenta los mayores valores de rugosidad y la mayor diferencia entre las paredes
internas y los bordes externos, por lo que seria la mas afectada por los procesos de

limpieza. Por el contrario, el acero inoxidable seria el menos afectado.

5.2-Analisis estadistico de los microorganismos planctonicos.

Para el andlisis estadistico de los resultados correspondientes a los microorganismos
plancténicos presentes en agua de ingreso hacia los equipos odontolégicos y de egreso
hacia las salivaderas, se aplico el andlisis de Varianza de medidas repetidas en el factor de
ubicacion de la toma.

5.2.1-Anélisis estadistico descriptivo de los valores medios de las UFC/ml de las
bacterias planctonicas del agua de ingreso y agua de egreso.

La Tabla 5.4 muestra el analisis descriptivo de los valores minimos, medios y maximos de
las UFC/ml de baterias planctonicas encontradas en el agua de ingreso a los equipos y de
egreso hacia las salivaderas. Para su mejor comparacion en la Figura 5.5 se muestran los
valores medios de todos los consultorios de Z1 y todos los consultorios de Z2, pudiendo
notarse que los valores correspondientes al agua de ingreso de ambas zonas son similares,
lo mismo que en el agua de egreso. Sin embargo, el grafico muestra la mayor

contaminacion en el agua de egreso.
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Tabla 5.4- Analisis estadistico descriptivo de los valores minimos, medios, maximos y
desviacion estandar de las UFC/ml de las bacterias planctonicas provenientes del agua de
ingreso y agua de egreso de los consultorios de Z1 'y Z2.

Zona Valor Mn | Valor M Desviacion | Valor Mx N
UFC/ml UFC/ml estandar UFC/ml
UFCBPI Z1 1,00 1,76 0,48 2,87 29
UFCBPI 72 1,20 1,90 0,65 2,73 30
UFCBPE Z1 2,86 4,29 0,64 5,30 29
UFCBPE 72 2,86 3,86 0,80 5,29 30

UFCBPI y UFCBPE: unidades formadoras de colonias por ml de bacterias planctonicas del
agua de ingreso y del agua de egreso respectivamente, de ambas zonas (Z1 y Z2).

N: numero total de muestras analizadas, Mn: valor minimo, M: valor medio, Mx: valor
maximo.

N BPI
5 [ BPE

Bacterias Plancténicas (UFC/ml x 107%)

o
]

z1 z2
Agua de ingreso y agua de egreso en Z1y Z2

Figura 5.5- Valores medios y error estandar de las UFC/ml de las bacterias planctonicas

en el agua de ingreso (UFCBPI) y del agua de egreso (UFCBPE) de todos los consultorios
analizados en Z1 y Z2.

Color rojo: valor medio y error estaindar de las UFC/ml de las bacterias planctonicas del
agua de ingreso (UFCBPI) de Z1 y Z2.
Color verde: valor medio y error estandar de las UFC/ml de las bacterias planctonicas del
agua de egreso (UFCBPE) de Z1 y Z2.
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Tabla 5.5- Analisis de Variancia de los valores medios de las UFC/ml de las bacterias
planctonicas totales de Z1 y Z2 del agua de ingreso y egreso de Z1 y Z 2 teniendo en

cuenta el factor de ubicacion de la toma (agua de ingreso y egreso)

Fuente Suma de Grados de Cuadrado | F Significacion.
cuadrados libertad Medio

UBIC 146,77 1 146,77 179,24 <0,01

Error 45,85 56 0,81

Ubic: agua de ingreso y agua de egreso, F: es el estadistico de significacion a partir de su
correspondiente distribucion y los grados de libertad involucrados. Ubic: ubicacion de la
toma: agua de ingreso y agua de egreso.

Tabla 5.6- Analisis estadistico de las UFC/ml de bacterias planctonicas totales de acuerdo
al factor de agrupamiento (zona Z1 y Z2).

Factor de agrupamiento (zona)

Fuente |Suma de cuadrados. |Grados de libertad. |Cuadrado Medio.
ZONA 0,015 1 0,01 ,060
13,586 56 0,24

F |Significacion.
0,80

Error

F: es el estadistico de significacion a partir de su correspondiente distribucion y los grados
de libertad involucrados. Zona: corresponde a Z1 y Z2.

Al analizar la significacion de las diferencias considerando los factores ubicacion de la
toma y zona (Tablas 5.5 y 5.6) se observa que cuando las poblaciones que se comparan
con el nimero de microorganismos planctonicos presentes en el agua de ingreso a los
equipos odontolédgicos y del agua de egreso con salida hacia las salivaderas, se encuentra
una diferencia muy significativa (P < 0,001) con respecto al factor de la toma de la muestra
(agua de ingreso y de egreso). Sin embargo, no se observa diferencia significativa (P =
0,80) en relacion a las zonas (Z1 y Z2), considerandose significativo cuando P<0,05.
5.2.2-Analisis estadistico descriptivo de los valores minimos, medios, maximos y
desviacion estandar de las UFC/ml de los hongos plancténicos del agua de ingreso
y agua de egreso.
Con respecto a la presencia de las unidades formadoras de los hongos planctonicos

solamente fueron observados en el agua de egreso, presentando valores similares en ambas

zonas (Figura 5.6), no siendo la diferencia estadisticamente significativa (P > 0,05). Por lo
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tanto, la contaminacion por hongos se produce al atravesar el equipo ya que no estan
presentes en el agua de ingreso, siendo las diferencias entre la contaminacién en el agua de
ingreso y egreso significativa (P < 0,05).

Tabla 5.7- Andlisis estadistico descriptivo de los valores minimos, medios, maximos y
desviacion estandar de las UFC/ml de los hongos plancténicos en el agua egreso.

Zona Valor Mn | Valor M Desviacion | Valor Mx N

UFC/ml UFC/ml estandar UFC/ml
UFCHPE Z1 1,78 2,12 0,21 2,54 29
UFCHPE 72 1,99 2,18 0,21 2,67 30

N: nimero de muestras totales analizadas. UFCPE: unidades de colonias de hongos
plancténicos enumeradas en el agua de egreso en Z1 y Z2, respectivamente.
Mn: valor minimo, M: valor medio, Mx: valor maximo.
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Valores minimos, medios y maximos de Z1y Z2

Figura 5.6- Valores minimos, medios y maximos de las UFC/ml de los hongos
planctonicos (HP) en el agua de egreso (E) de salida hacia las salivaderas de Z1 y Z2.
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5.2.3- Analisis estadistico descriptivo de las UFC/ml de saliva de los pacientes sin
enfermedad periodontal.

Para el estudio de los resultados de las UFC/ml de la saliva de los pacientes sin
enfermedad periodontal asistidos en los consultorios de Z1 y Z2 (correspondiendo 25
pacientes a cada region) se utilizo el andlisis de Variancia en la zona donde se atendieron

los pacientes.

Tabla 5.8- Analisis estadistico descriptivo de los valores minimos, medios, maximos y
desviacion estandar de las UFC/ml de las bacterias planctonicas de la saliva de los
pacientes sin enfermedad periodontal asistidos en los consultorios de Z1 y Z2 de la ciudad
de La Plata.

Zonas N° de Valor Mn Valor M Desviacion Valor Mx
pacientes UFC/ml UFC/ml estandar UFC/ml

Z1 25 5,35 6,58 0,65 8,24

72 25 5,85 6,38 0,38 7,25

Mn: valor minimo, M: valor medio, Mx: valor maximo.
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Bacterias Plancténicas (UFC/mi)x10°
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Muestras de la saliva de los pacientes de Z1y Z2

Figura 5.7- Valores minimos, medios y maximos de las UFC/ml de la saliva de los
pacientes sin enfermedad periodontal asistidos en Z1 y Z2.

La Figura 5.7 indica los valores minimos, medios y méximos de las UFC/ml de la saliva

de los pacientes seleccionados son similares en ambas regiones (Z1 y Z2).
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El Andlisis de Varianza de los resultados de los valores medios de las UFC/ml de las
bacterias observadas en la saliva de los 25 pacientes sin enfermedad periodontal, asistidos
en los consultorios de cada zona (Z1 y Z2) de la ciudad de La Plata, no presentd una
diferencia estadisticamente significativa respecto a la zona de muestra, siendo P= 0,20,
considerando que hay significacion estadistica cuando P< 0,05. Sin embargo, pueden
observarse importantes diferencias entre los valores minimos y maximos (Figura 5.7)

indicando el mayor grado de contaminacién de la saliva de algunos pacientes.

5.3- Analisis estadistico de los microorganismos sésiles.
Este andlisis comprende los microorganismos adheridos a las cafierias y a los cortes de las
salivaderas ubicadas en la zona proxima al desaglie, tanto para bacterias como para
hongos.
5.3.1.- Andlisis de Variancia de las UFC de los microorganismos sésiles
enumerados en el interior de las cafierias metalicas con salida hacia las salivaderas
dentales.
Para el anadlisis de Variancia de las UFC de (bacterias y hongos) adheridos al interior de
las cafierias metdlicas con salida hacia las salivadertas dentales, luego de 24 horas de
exposicion y del cese de circulacion del agua, se utilizé la prueba de Variancia de medidas
repetidas.
5.3.1.a) Analisis estadistico de las bacterias sésiles.
La Figura 5.8 muestra que los valores de UFC/cm” de las bacterias sésiles enumeradas en
las muestras obtenidas del interior de las cafierias metalicas con salida hacia las salivaderas

son similares para Z1 y Z2. Se observan importantes diferencias entre los valores minimos

y maximos de las bacterias adheridas a dichas cafierias.
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Tabla 5.9- Andlisis estadistico descriptivo de los valores minimos, medios, maximos y
desviacion estandar de las UFC de las bacterias sésiles en cafierias metalicas de Z1 y Z2.

Zona Valor Mn | Valor M Desviacion | Valor Mx N

UFC UFC estandar UFC
UFCBC24 Z1 2,31 2,89 0,42 3,85 28
UFCBC24 72 2,62 3,25 0,49 4,03 30

N: nimero de muestras totales analizadas. UFCBC24: unidades formadoras de colonias en
un area de 0,4cm2 de las bacterias sésiles, luego de 24 h del cese de circulacion del agua, de
Z1 y 72 respectivamente.

Mn: valor minimo, M: valor medio, Mx: valor maximo.
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Figura 5.8- Valores minimos, medios y maximos de las UFC de las bacterias sésiles
provenientes del interior de las cafierias metalicas de los consultorios de Z1 y Z2.
Las UFC corresponden a un 4rea de raspado de la superficie de 0,4 cm®.

Tal como muestra la Tabla 5.9 los valores medios de las UFC de las bacterias sésiles
adheridas a las paredes internas de las cafierias metalicas mostraron resultados similares en
ambas zonas (Z1 y Z2) sin diferencias significativas (P > 0,05), aunque las dos regiones
reciban agua de diferentes fuentes. En la Figura 5.8 puede notarse una importante

diferencia en los valores observados para distintos consultorios.
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5.3.1.b) Analisis estadistico de los hongos sésiles.

Se utilizo el andlisis de Variancia con medidas repetidas con respecto al factor de zona. La
Figura 5.9 muestra que los valores maximos y minimos de hongos sésiles presentan
diferencias apreciables, dando cuenta la posible influencia de la contaminacién ambiental
de cada consultorio sobre el nimero de hongos adheridos, ausentes en el agua de ingreso.
El analisis de Variancia de los hongos sésiles adheridos al interior de cafierias metalicas
con salida hacia las salivaderas de las zonas Z1 y Z2 no mostr6 diferencias significativas
(P >0,05).

Tabla 5.10- Analisis estadistico descriptivo de Variancia de los valores minimos, medios,
desviacion estandar y méaximos de los hongos sésiles enumerados en el interior de las

cafierias metalicas con salida hacia las salivaderas de Z1 y Z2, 24 horas después del cese
de circulacion del agua corriente.

Zona Valor Mn | Valor M Desviacion | Valor Mx N
UFC UFC estandar UFC
UFCHC24 Z1 4,05 7,29 0,64 10,4 28
UFCHC24 72 4,55 6,77 0,57 10,02 30

N: nimero de muestras totales analizadas.UFCHC24: unidades formadoras de colonias en
un area de 0,4 cm” de los hongos sésiles, 24 horas después del cese del agua corriente.

Mn: valor minimo, M: valor medio, Mx: valor maximo.
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Figura 5.9- Valores minimos, medios y maximos de las UFC de los hongos sésiles
provenientes del interior de las cafierias metélicas de los consultorios de Z1 y Z2.
Las UFC corresponden a un 4rea de raspado de superficie de 0,4 cm®.
5.3.2- Andlisis de Variancia de los microorganismos sésiles adheridos sobre los
cortes de acero inoxidable, ceramica y opalina de las salivaderas dentales, luego de
24 y 64 horas de exposicion.
Para el analisis estadistico de los resultados de las medias de las UFC/cm® de los microor-
ganismos sésiles (bacterias y hongos) y tomadas entre higienes sucesivas, observadas sobre
los cortes de acero inoxidable, ceramica y opalina se utilizé el andlisis de Variancia de me-
didas repetidas en el factor de ubicacion de la toma (Z1 y Z2) y factores de comprobacion
tiempo (24 h y 64 h) y material de las salivaderas (acero inoxidable, cerdmica y opalina).
5.3.2.a) Andlisis estadisitico de las bacterias sésiles.
Para el analisis estadistico de las UFC/cm” de las bacterias sésiles observadas sobre los
cortes de los tres materiales (acero inoxidable, cerdmica y opalina) luego de 24 y 64 horas

de exposicion, se utilizé la prueba de Variancia de medidas repetidas en relacion al factor

tiempo, y material de la salivadera.
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5.3.2.a.i) Analisis cualitativo de valores minimos, medios y maximos
(bacterias aheridas a los cortes).

En la Tabla 5.11 se realiza la comparacién de los valores medios de las UFC/cm?® de
bacterias adheridas a los tres materiales. Puede observarse que en todos los casos los
valores mas altos corresponden a los cortes de ceramica y los mas bajos a los de acero
inoxidable. También puede notarse que en algunos casos las diferencias entre los valores
maximos y minimos son importantes indicando que en ciertos consultorios la
contaminacion es mas significativa que en otros. Estas diferencias pueden estar asociadas a
la distinta frecuencia y métodos de higiene.

En la Tabla 5.12 se muestran los valores medios y se comparan los valores medios
obtenidos para cada material, para cada zona y para cada tiempo.

Los valores correspondientes a las exposiciones de 64 h revelaron que existe un
considerable aumento en los valores medios al incrementar el tiempo de exposicion. La
significacion de las diferencias debidas a los factores tiempo, zona y material de salivadera
se analiza en las Tablas 5.13-14.

En la Tabla 5.13 se agrupan los valores medios y desviaciones estandares de las UFC/cm®
de las bacterias sésiles obtenidos para los distintos materiales, y asimismo se reportan los
valores medios calculados para todas las salivaderas de Z1, de Z2 y del total de salivaderas

de Z1 + Z2, tanto para 24 como para 64 h de exposicion, con fines comparativos.
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Tabla 5.11- Andlisis estadistico descriptivo de los valores minimos, medios, maximos y
desviacién estandar de las UFC/cm” de las bacterias adheridas a los cortes de acero
inoxidable, ceramica y opalina, luego de 24 horas de exposicion en consultorios de Z1 y
72.

Material Zonay Valor Mn | Valor M Desviacion | Valor Mx N
de la tiempo UFC/cm?® | UFC/em? | estandar UFC/cm?
salivadera

Acero In. Z1 1,49 1,80 0,59 2,46 10
Acero In. 72 1,42 2,00 0,59 2,38 10
Ceramica Z1 4,00 4,37 0,31 4,76 10
Ceramica 72 4,00 4,53 0,84 5,28 10
Opalina Z1 2,26 2,72 0,64 2,99 9
Opalina 72 3,29 3,77 0,62 3,87 10

N: numero de muestras totales analizadas en cada zona (Z1 y Z2), de cada material. Acero
In.: acero inoxidable.

Mn: valor minimo de UFC/cmz, M: valor medio de UFC/cmz, Mx: valor maximo de
UFC/cm?.

Tabla 5.12- Andlisis estadistico descriptivo de los valores minimos, medios, maximos y
desviacion estandar de las UFC/cm” de las bacterias adheridas a los cortes de acero
inoxidable, ceramica y opalina, luego de 64 horas de exposicion en consultorios de Z1 y
72.

Material Zona y | Valor Mn | Valor M Desviacion | Valor Mx N
de las | tiempo UFC/cm® | UFC/em® | estandar UFC/cm’
salivadera

Acero In. Z1 2,13 2,68 0,34 3,07 10
Acero In. 72 2,23 2,89 0,69 3,36 10
Ceramica 71 9,48 9,93 0,31 10,37 10
Ceramica 72 8,63 9,17 0,50 10,07 10
Opalina Z1 3,57 4,17 0,49 4,81 9
Opalina 72 4,44 4,93 0,31 5,33 10

N: nimero de muestras analizadas de cada material. Acero In.: acero inoxidable.
Mn: valor minimo de UFC/cm?, M: valor medio de UFC/cmz, Mx: valor maximo de
UFC/cm?.
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Bacterias sésiles (UFC/cm®x 10°) a las 24 h

Acero inox. Opalina Ceramica --
Cortes de A.l., O., y C. de las salivaderas en Z1

Figura 5.10- Valores minimo, medio y maximo de las UFC/cm® de las bacterias adheridas
sobre los cortes de acero inoxidable, opalina y cerdmica de las salivaderas de Z1, con un
periodo de exposicion de 24 h.

Acero Inox. y A.I: acero inoxidable, O: opalina, C: cerdmica.

I Valor Minimo
8- [ Valor Medio
I \/alor Maximo

Bacterias sésiles (UFC/cm®x 107) a las 24 h

Acero inox. Opalina Ceramica -

Cortes de A.l,, O., y C. de las salivaderas en Z2

Figura 5.11- Valor minimo, medio y maximo de las UFC/cm” de las bacterias adheridas
sobre los cortes de acero inoxidable, opalina y cerdmica de las salivaderas de Z2 con un
periodo de exposicion de 24 h.

Acero Inox. y A.L: acero inoxidable, O: opalina, C: ceramica.
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Figura 5.12- Valor minimo, medio y maximo de las UFC/cm?® de las bacterias adheridas
sobre los cortes de acero inoxidable, opalina y cerdmica de las salivaderas de Z1 con un
periodo de exposicion de 64 h.

Acero Inox. y A.I: acero inoxidable, O: opalina, C: cerdmica.
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Figura 5.13- Valor Minimo, Medio y Maximo de las UFC/cm” de las bacterias adheridas
sobre los cortes de acero inoxidable, opalina y ceramica de las salivaderas de Z2 con un
periodo de exposicion de 64 h.

Acero Inox. y A.I: acero inoxidable, O: opalina, C: cerdmica.
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Tabla 5.13-. Analisis estadistico descriptivo de Variancia de los valores medios
de las UFC/cm® de las bacterias sésiles del biofilm formado sobre los cortes de
acero inoxidable, ceramica y opalina de las salivaderas dentales de Z1 y Z2, con un

periodo de exposicion de 24 h 'y 64 h.

Estadistica descriptiva

ZONA Material de las salivaderas  Media
Ceramica 4,37
Z1 Opalina 2,72
Acero 1,80
Tot. Z1 2,96
UFCBS24 Ceramica 4,53
Z2 Opalina 3,77
Acero 2,00
Tot. Z2 3,43
TotZ1 +72
24 h 3,19
Ceramica 9,93
Z1 Opalina 4,17
Acero 2,68
Tot. Z1 5,59
UFCBS64 Ceramica 9,17
Z2 Opalina 4,93
Acero 2,89
Tot. Z2 5,66
Tot. Z1 + 72
64 h 3,62

Desviacion
Estandar.

0,31
0,64
0,59
0,51
0,84
0,62
0,59
0,68

0,59

0,31
0,49
0,34
0,38
0,50
0,31
0,69
0,50

0,44

10

10
29
10
10
10
30

59

10

10
29
10
10
10
30

59

N: nimero de los cortes totales analizados de cada material; UFCBS 24: UFC/cm * de las
bacterias sésiles en las salivaderas, 24 horas después de la higiene de los equipos dentales;
UFCBS 64: UFC/cm” de las bacterias sésiles en las salivaderas, 64 horas después de la

higiene de los equipos dentales.
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5.3.2.a.ii) Analisis de Variancia (bacterias adheridas a los cortes).
El analisis de variancia de las UFC/cm” de las bacterias adheridas a todos los cortes
considerando el factor zona (Z1 y Z2) no mostr6 una diferencia significativa (Tabla 5.13).
Sin embargo, se observo una diferencia estadisticamente significativa al examinar el factor
tiempo, siendo P< 0,01. Por lo tanto, el conjunto de las muestras analizadas luego de una
exposicion de 24 horas (Figuras 5.10 y 5.11) mostrd valores significativamente menores
proximo a la mitad que los de las muestras tomadas a las 64 horas (Figuras 5.12 y 5.11).
El tipo de salivadera, también representd un factor con diferencia muy significativa (P <
0,01) (Tabla 5.13 y 5.14), mostrando (Figuras 5.10 a 5.13) que el nimero de bacterias
adheridas crece en el orden: acero inoxidable < opalina < ceramica.
En el analisis de variancia de las UFC/cm? de las bacterias sésiles con factor comprobacion
ubicacion (cafierias o salivaderas) también reveld que la diferencia era estadisticamente
significativa. Sin embargo, debe tenerese en cuenta que la comparacion sélo es cualitativa,
debido a que en el caso de las cafierias es imposible tomar muestras a partir de un sustrato

estéril como se realizo en el caso de las salivaderas.
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Tabla 5.14- Anélisis estadistico de las UFC/cm” de las bacterias sésiles de acuerdo al
factor de agrupamiento: zona (Z1 y Z2) y de comprobacion: material de las salivaderas
(acero inoxidable, cerdmica y opalina) y tiempo (24 h 64 h).

Fuente cil;glrzc(ii(‘:s gl Clrfgé?jo F  |Significacion.
Zona 0,04 1 0,04 0,04 0,83
ls\;[ﬁf;aelrjs las 208,19 2 104,10 110,08 <0,01
farlrg; %gge“al 50,11 53 0,94
Tiempo 257,65 1 257,65 605,95 <0,01
Error (Tiempo) 22,57 153 0,42
Ubicacion 88,84 1 88,84 127,53 <0,01
Error (ubicacion) 36,91 53 0,69

Zona: region a la que corresponden los consultorios analizados (Z1 o Z2). Material de las
salivaderas (acero inoxidable, cerdmica y opalina). Tiempo: tiempo de exposicion de las
muestras y de cese de circulacion del agua corriente (24h y 64 h). Ubicacion: ubicacion de
la muestra (cafierias, salivaderas), gl: grados de libertad, F: estadistico de significacion a
partir de su correspondiente distribucion y los grados de libertad involucrados.

5.3.2.a.iii) Anadlisis estadistico multifactorial (bacterias adheridas a
los cortes).

Cuando se realizo el andlisis estadistico multifactorial considerando la combinacion de los
factores con diferencias significativas (ubicacion, material de salivadera y tiempo): a)
tiempo + material de salivadera; b) ubicaciéon + tiempo; ¢) ubicacion + tiempo + material
de salivadera; se obtuvieron diferencias muy significativas en todos los casos, pero no asi
cuando intervino el factor zona (que previamente habia evidenciado diferencias no
significativas). Por lo tanto, las diferencias observadas en las Figuras 5.10-5.13 son muy
significativas en lo que respecta a los materiales (acero inoxidable < opalina < ceramica)
siendo para cada material el valor medio a 24 h significativamente menor que 64 h. Por el
contrario, con referencia a la zona de toma de muestra (Z1 o Z2), no se detectaron
diferencias significativas en su combinacion con otros factores salvo con el tiempo. Como

se habia anticipado, con respecto a la ubicacion, s6élo podemos considerar las diferencias
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de forma cualitativa debido a que es imposible tomar muestras equivalentes en salivaderas
y caferias.

Tabla 5.15- Analisis estadistico multifactorial de las UFC/cm® de las bacterias sésiles
relacionado con los factores de agrupamiento: ubicacion (cafierias- salivaderas), zona (Z1 y
Z2) tiempo (24 h y 64 h), y el material de las salivaderas (acero inoxidable, ceramica y
opalina).

Fuente cil;glrz((ii((:s gl CE?S;?:O F  |Significacion.
Ubicacion 88,84 1 88,84 127,53 <0,01
Error (Ubicacion) 3691 53 0,69

Ubicacion* Zona 1,89 1 1,89 2,72 0,10
Tiempo 257,65 1 257,65 605,95 <0,01
Error (Tiempo) 22,57 53 0,42

Tiempo * Zona 6,17 1 6,17 14,52 <0,01
:;ﬁ??ilz:agﬁaterial de las 46,72 2 23,36 54,94 <0,01
E:rs‘;ﬁ’iiz dze‘;;‘:: Material de 2,15 2 107 2,53 0,08
Ubicacion * Tiempo 2,93 1 2,93 8,40 <0,01

Error (Ubicacién*Tiempo) 18,49 53 0,34

Ubicacion. * Tiempo * Zona 0,00 1 ,00 ,01 0,92

GL; grados de libertad, F: estadistico de significacién a partir de su correspondiente
distribucion y los grados de libertad involucrados.

5.3.2.b) Andlisis estadistico de hongos sésiles.
Para el andlisis estadistico de los hongos sésiles adheridos sobre los cortes de los tres
materiales (acero inoxidable, cerdmica y opalina), luego de 24 y 64 horas de exposicion y
del cese de circulacion del agua, se utilizo la prueba de variancia de medidas repetidas.

5.3.2.b.i) Anadlisis cualitativo de valores minimos, medios y maximos
(hongos adheridos a los cortes).

En la Tabla 5.16 y en las Figuras 5.12-5.15 se realiza la comparacion de los valores
medios de las UFC/cm” de hongos adheridos a los tres materiales. Puede observarse que

todos los valores mas altos corresponden a los cortes de cerdmica y los mas bajos a los de
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acero inoxidable. También puede notarse que en algunos casos las diferencias entre los
valores maximos y minimos son muy importantes indicando que en ciertos consultorios la
contaminacion es mas significativa que en otros. Estas diferencias pueden estar asociadas a
la distinta frecuencia y métodos de higiene.

Los valores correspondientes a las exposiciones de 64 h (Tabla 5.17) revelaron que existe
un consi-derable aumento en los valores medios al incrementar el tiempo de exposicion. En
el caso de la ceramica el aumento promedio del numero de hongos sésiles fue menor que el
de las bacterias. Sin embargo, algunos consultorios evidenciaron valores uy altos luego de
64 h. La significacion de las diferencias debidas a los factores tiempo, zona y material de
salivadera se analiza en las Tablas 5.18 y 5.19.

Tabla 5.16- Analisis estadistico descriptivo de los valores minimos, medios, maximos y

desviacion estandar de las UFC/cm® de los hongos adheridos a los cortes de acero
inoxidable, cerdmica y opalina luego de 24 horas de exposicion.

Material Zona Valor Mn | Valor M Desviacion | Valor mx N
de la UFC/ecm® | UFC/cm® | estandar UFC/cm?
salivadera

Acero Z1 1,22 2,07 0,76 2,44 10
inoxidable

Acero 72 1,65 2,35 0,56 2,90 10
inoxidable

Ceramica Z1 4,41 5,24 0,76 6,26 10
Ceramica 72 4,62 5,70 0,56 6,63 10
Opalina Z1 2,96 4,44 0,77 4,78 9
Opalina 72 3,34 4,89 1,36 5,34 10

N: nimero de muestras totales analizadas de cada material correspondientes a cada una de
las zonas (Z1 y Z2).
Mn: valor minimo, M: valor medio, Mx: valor méximo de las UFC/cm®.
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Tabla 5.17- Anélisis estadistico descriptivo de los valores minimos, medios, maximos y
desviacién estandar de las UFC/cm® de los hongos adheridos a los cortes de acero
inoxidable, ceramica y opalina luego de 64 horas de exposicion.

Material Zona Valor Mn | Valor M Desviacion | Valor M N
de la UFC/cm® | UFC/em? | estandar UFC/cm®
salivadera

Acero Z1 2,90 3,49 0,70 3,69 10
inoxidable

Acero 72 2,85 3,81 0,72 4,27 10
inoxidable

Ceramica Z1 5,61 7,02 1,92 8,53 10
Ceramica 72 6,15 7,07 1,76 9,91 10
Opalina Z1 4,66 5,41 0,43 6,52 9
Opalina 72 4,62 5,84 0,39 6,63 10

N: nimero de muestras totales analizadas de cada material correspondientes a cada zona

(Z1y Z2).

Mn: valor minimo, M: valor medio, Mx: valor maximo de las UFC/cm?.

Hongos sésiles (UFC/cm’ x 10°) a las 24 h

Acero inox.

I Valor Minimo
[ Valor Medio
I \/alor Maximo

Opalina

Ceramica

Cortes de A.l, O., y C. en las salivaderas de Z1

Figura 5.14- Valores minimo, medio y méaximo de las UFC/cm? de los hongos adheridos
sobre los cortes de acero inoxidable, ceramica y opalina de las salivaderas dentales en Z1,
con un periodo de exposicion de 24 h.
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Figura 5.15- Valores minimo, medio y méximo de las UFC/cm” de los hongos adheridos
sobre los cortes de acero inoxidable, ceramica y opalina de las salivaderas dentales en Z2,
con un periodo de exposicion de 24 h.
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Figura 5.16- Valores minimo, medio y méximo de las UFC/cm? de los hongos adheridos
sobre los cortes de acero inoxidable, ceramica y opalina de las salivaderas dentales en Z1,
con un periodo de exposicion de 64 h.
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Figura 5.17- Valores minimo, medio y maximo de las UFC/cm? de los hongos adheridos
sobre los cortes de acero inoxidable, ceramica y opalina de las salivaderas dentales en Z2,
con un periodo de exposicion de 64 h.
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Tabla 5.18- Analisis estadistico descriptivo de Variancia de los valores medios de las
UFC/cm? de los hongos sésiles del biofilm formado sobre los cortes de acero inoxidable,
ceramica y opalina de las salivaderas de Z1 y Z2, luego de 24 y 64 horas de exposicion.

Estadistica descriptiva

ZONA Material de las salivaderas Media |Desviacion Estandar. | N

Ceramica 5,24 0,76 |10

71 Opalina 4,44 0,77 9

Acero 2,07 0,76 |10

Total Z1 3,91 0,76 29

UFCHS24 Ceramica 5,70 0,56 10
72 Opalina 4,89 1,36 |10

Acero 2,35 0,56 (10

Total Z2 4,31 0,82 30

Total Z1 + 72 4,11 0,79 159

Ceramica 7,02 1,92 10

Z1 Opalina 5,41 0,43 9

Acero 3,49 0,70 |10

Total Z1 5,30 1,01 29
UFCHS64 Ceramica 7,07 1,76 |10
72 Opalina 5,84 0,39 /10

Acero 3,81 0,72 10

Total Z2 5,57 0,95 30

Total Z1 + Z2 5,44 0,98 159

UFCHS24: unidades formadoras de colonias por cm” de hongos sésiles provenientes de los
cortes de las salivaderas luego de 24 horas de exposicion y del cese de circulacion del
agua en Z1 y Z2 respectivamente.

UFCHS64: unidades formadoras de colonias por cm? de hongos sésiles provenientes de las
caferias metalicas luego de 64 horas exposicion y del cese de circulacion del agua.
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5.3.2.b.ii). Analisis de Variancia (hongos adheridos a cortes).
El analisis de variancia de las UFC/cm® de los hongos adheridos a todos los cortes
considerando el factor zona (Z1 y Z2) no mostr6 una diferencia significativa (Tablas 5.19
y 5.20). Sin embargo, se observo una diferencia estadisticamente significativa al examinar
el factor tiempo, siendo P< 0,01 (Tabla 5.19). En particular, el conjunto de las muestras
analizadas luego de una exposicion de 24 horas (Figuras 5.14 y 5.15) mostr6 valores
significativamente menores que los de las muestras tomadas a las 64 horas (Figuras 5.16 y
5.17).
El tipo de salivadera, también representd un factor con diferencia muy significativa (P <
0,01) (Tabla 5.19 y 5.20), mostrando (Figuras 5.14 a 5.17) que el numero de hongos
adhe-ridos crece en el orden: acero inoxidable < opalina < ceramica.
En el analisis de variancia de las UFC/cm” de los hongos sésiles con factor comprobacion
ubicacion (cafierias o salivaderas) también reveld que la diferencia era estadisticamente
significativa.
Tabla 5.19- Analisis estadistico de las UFC/cm? de los hongos sésiles de acuerdo al factor

de agrupamiento: zona (Z1 y Z2) y de comprobacién: material de las salivaderas (acero
inoxidable, ceramica y opalina) y tiempo (24 y 64 h).

Fuente 0181::1?: d(i)es. gl Cf\l/lae(gﬁfo F  |Significacion.
Zona 2,864 1 2,86 2,356 0,131
Material de fas 140,385 | 2 70,19 57,748 <0,01
Tiempo 504,829 | 1 504,82 642,89 < 0,01
Error (Tiempo) 42,403 |54 0,78

Ubicacion 1,011 1 1,01 0,76 0,38
Error ubicacion 71,865 54 1,33

Zona: region a la que corresponden los consultorios analizados (Z1 y Z2). Material de las
salivaderas: acero inoxidable, ceramica y opalina. Tiempo: tiempo de cese de circulacion
del agua por los equipos odontologicos y de exposicion del material (24- 64 h), gl: grados
de libertad, F: estadistico de significacion a partir de su correspondiente distribucion y
grados de libertad involucrados.
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5.3.2.b.iii) Andlisis estadistico multifactorial (hongos adheridos a
cortes).

Cuando se realiz6 el andlisis estadistico multifactorial (Tabla 5.20) considerando la
combinacion de los factores con diferencias significativas (ubicacion, material de
salivadera y tiempo): a) ubicacion + material de salivadera; b) ubicaciéon + tiempo; c)
ubicacion + tiempo + material de salivadera; se obtuvieron diferencias muy significativas
en todos los casos, pero no asi cuando intervino el factor zona (que previamente habia
evidenciado diferencias no significativas). Por lo tanto, las diferencias observadas en las
Figuras 5.14-5.17 son muy significativas en lo que respecta a los materiales (acero
inoxidable < opalina < ceramica) siendo para cada material el valor medio de UFC/cm” de
hongos sésiles a 24 h < 64 h. Por el contrario, con referencia a la zona de toma de muestra
(Z1 o Z2), no se detectaron diferencias significativas en su combinacion con los otros
factores (ubicacion + tiempo + material de salivadera + zona). Como se habia anticipado,
con respecto a la ubicacion, solo podemos considerar las diferencias de forma cualitativa

debido a que es imposible tomar muestras equivalentes en salivaderas y cafierias.
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Tabla 5.20- Analisis multifactorial de las UFC/cm? de los hongos sésiles relacionado con
los factores de agrupamiento; ubicacion (cafierias- salivaderas), zona (Z1 y Z2), tiempo (24

y 64h) y el material de las salivaderas (acero inoxidable, ceramica y opalina).

Fuente

Ubicacion

Error (Ubicacion)
Ubicacion * Zona

Ubicacion * Material de las
salivaderas

Ubicacidon.* Zona * Material de las
salivaderas

Tiempo

Error (Tiempo)

Ubicacion* Tiempo

Error (Ubicacion*Tiempo)
Ubicacion. * Tiempo * Zona
Ubicacion. * Tiempo * Material de
las salivaderas

Ubicacion. * Tiempo * Zona*
Material de las salivaderas

Suma de
cuadrados

1,011
71,865
14,893

94,374

14,446

504,829
42,403
255,202
29,979
2,284

11,537

2,092

54

54

54

Cuadrado
medio

1,01
1,33
14,89

47,18

7,22

504,82
0,78
255,20
0,55
2,28

5,76

1,04

F

0,76

11,19

35,45

5,42

642,89

459,69

4,11

10,39

1,88

Significacion.

0,38
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01
<0,01

0,04
<0,01

0,16

Ubicacion: ubicacion: (canerias metélicas- salivaderas). Zona (Z1 y Z2). Material de las
salivaderas: acero inoxidable, ceramica y opalina. Tiempo: tiempo de cese de circulacion
del agua por los equipos odontoldgicos o de exposicion de los cortes (24 h y 64 h), gl.:
grados de libertad, F: estadistico significativo de comparacion.
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6- DISCUSION.

6.1-Contaminacion del agua que atraviesa los equipos odontologicos.

En el presente trabajo se investigd la incidencia de distintos factores sobre la contami-
nacion microbiana de los equipos odontologicos, en general, y de las salivaderas, en
particular. Con ese propdsito se analizé la carga microbiana proveniente de las fuentes de
abastecimientos publicos, que ingresan a los equipos odontoldgicos, las modificaciones
que sufre la misma durante su recorrido por las cafierias y mangueras hasta su egreso hacia
las salivaderas, la flora planctonica de la saliva de los pacientes, y las caracteristicas
quimicas y fisicas de los materiales de las salivaderas dentales que pueden incidir sobre la
formacion del biofilm en las paredes internas de las salivaderas.

Para realizar un analisis comparativo del grado de contaminacion de los distintos equipos
evaluados se tomo como referencia el valor establecido por el Cddigo Alimentario
Argentino, que establece un valor méximo de 500 UFC/ml de bacterias mesofilas aerobias
presentes en la flora planctonica del agua corriente. Los resultados del presente estudio,
mostraron valores mayores a dicho maximo para agua de ingreso a los consultorios en
ambas zonas (Z1 y Z2), encontrandose un promedio de 1,75 x 10° (x 0,48) UFC/ml en los
29 consultorios analizados en Z1 y de 1,89 x 10% (+ 0,65) UFC/ml, para los 30 consultorios
correspondientes a Z2, de bacterias planctonicas mesoéfilas aerdbicas del tipo Gram
positivas. En este andlisis se observd que algunos consultorios tuvieron el triple de
bacterias respecto al ingreso. Esto revela que la calidad de agua domiciliaria varia de un
punto a otro de la region, dependiendo no solo de las fuentes, sino también de las cafierias
que conducen el agua al consultorio. A pesar de las variaciones de la flora microbiana debe
aclararse que no se hallaron hongos en el agua de ingreso.

En el andlisis realizado sobre la flora planctonica presente en las muestras obtenidas del

agua de egreso hacia las salivaderas, después que la misma atraviesa los diferentes ductos
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o anexos de las unidades dentales, se observo un importante deterioro en la calidad del
agua que fluia, incrementandose la cantidad (aumento mayor al 100 %) y variedad de los
microorganismos.

Los conteos revelaron que habia un promedio de 4,29 x 10° (+ 0, 64) UFC/ml de bacterias
planctonicas aerobias mesofilas en el agua de egreso hacia las salivaderas dentales, para los
29 consultorios de Z1 y de 3,86 x 10° (+ 0,80) para los 30 consultorios seleccionados en
72, con diferencias no significativas entre ambas zonas. La variacion de la carga
microbiana entre el agua de ingreso y la de egreso, fue distinta de un consultorio a otro, lo
que hace presumir la influencia del nivel de contaminacion del equipo que afecta en
mayor o menor grado la calidad del agua al atravesarlo. Miller ef al., (1996), Shanon ef al.,
(2000), Montebugnoli et al., (2002), mostraron niveles de bacterias planctonicas
heterotroficas de un orden superior en las muestras testeadas de agua de egreso de lineas
de agua de unidades dentales de otras ciudades.

En otro trabajo realizado sobre la calidad del agua de egreso de 30 jeringas triples, en
Berisso y aledafios, Partido de La Plata, provincia de Buenos Aires, también se demostro
un cambio en la flora planctonica entre el agua de ingreso a las unidades dentales y el agua
de egreso de las jeringas triples (Butler ef al.,, 2002).

Otros resultados reportados anteriormente (Butler ef al., 1999) evidenciaron diferencias en
el agua de egreso de 20 equipos dentales del casco urbano de la ciudad de La Plata entre
las cafierias de conduccion del agua corriente de bronce y acero. Se reportaron 100
UFC/ml de hongos planctonicos, ausencia de UFC/ml de bacilos Gram negativos no
fermentativos y 150 UFC/ml de cocos Gram positivos coagulasa negativos, para los
equipos con cafierias de acero y ausencia de UFC/ml de hongos plancténicos, 250 UFC/ml
de cocos Gram positivos coagulasa negativos y 100 UFC/ml de bacilos Gram negativos no

fermentativos para las cafierias de bronce, mostrando la posible influencia de los productos
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de corrosion de las cafierias y susceptibilidad a la formacion de biofilms de los materiales
componentes de las mismas a la contaminacion del agua que atraviesa el equipo
odontoldgico. Las variaciones que sufre el agua de ingreso al atravesar los equipos
odontoldgicos reportadas en este trabajo, son coincidentes con las de Walker et al., (2000),
quienes reportaron un estudio realizado en el agua de 55 unidades dentales, pertenecientes
a consultorios del sudoeste de Inglaterra, un rango de 500 a 10° UFC/ml de bacterias
planctonicas en el agua de egreso, siendo dichos valores superiores a los permitidos por la
Union Europea y a los establecidos por la ADA (American Dental Association ) en
Estados Unidos.

Los resultados del presente trabajo demostraron la incidencia del tiempo de reposo del
equipo odontoldgico sobre la contaminacion del agua de egreso. Shanon ef al., (2000) y
Szymanska, (2004) sefialaron que durante los periodos de inactividad de los tubos de agua
de los equipos dentales se produce el deposito de carbonato de calcio y de pequefias
porciones de desprendimiento de biofilm, que contaminan el agua de egreso de las
unidades dentales y que facilitan la colonizacion de gérmenes patdgenos oportunistas tales
como Pseudomona aeruginosa (P. aeruginosa), Legionella spp. (L. spp.) y Mycobacterium
spp. (Schulze-Robbecke et al., 1995; Szymanska, 2004). En particular Miller (1996)
reportd un promedio de 105 UFC/ml de P. aeruginosa 'y de 102 UFC/ml a 104/UFC/ml de
Legionella spp., en el agua de egreso de las unidades dentales. También fue demostrado
(Pankhurst ef al., 1998) un caso circunstancial de neumonia en un odontélogo en E.E.U.U.
causado por la transmision de Legionella dumoffi, por la aspiracion del spray eliminado por

el mismo equipo dental. En concordondancia con otros investigadores (Kohn et al., 2004)

sefialaron el peligro de que el agua contaminada eliminada por las turbinas ingrese por
inhalacion a los profesionales o pacientes, después de haber tomado contacto con la

cavidad bucal de estos ltimos. Por otra parte, se ha demostrado que los profesionales de la
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odontologia evidencian la presencia de bacterias Gram negativas (P. aeruginosa) en su
flora nasal y signos de exposicion a Legionella spp. (Clark, 1974; Penn et al. 1981).

Franco et al., (2005), también reporté que los fluidos orales pueden quedar retenidos en
las piezas de mano dental, de ahi que es recomendable el uso de valvulas que impidan la
retraccion del fluido hacia el interior del equipo.

El analisis de hongos planctonicos del presente trabajo demostrd que no estaban presentes
en el agua de ingreso y que la contaminacion llegaba a 2,12 x 10° (+ 0,16) UFC/ml en Z1 y
2,26 x 10° (+ 0,16) UFC/ml en Z2 en el agua de egreso. Por lo tanto, la misma se producia
durante el recorrido del agua por el equipo odontoldgico, y provendria del mismo equipo o
del ambiente del consultorio. Butler et al., (2002) reportaron que en el agua de ingreso a
las unidades dentales de 30 consultorios de Berisso tampoco fueron hallados hongos
planctonicos. Sin embargo, después que el agua atraveso el circuito interno de las caferias
del equipo, se encontré6 un promedio de 100 UFC/ml. En otros andlisis realizados por
Gottlich et al., (2002) y Szymanska, (2005b) se encontraron algunas especies de hongos
(Candida albicans (C. albicans), C. curvata, Geotrichum candidum, Aspergillus
fumigatus) en el fluido de agua de las piezas de mano de 25 unidades dentales con una
variacion de las UFC/ml de hongos de entre 0y 37,5 y entre 0 y 64,5 UFC/ml en los
reservorios de agua de los equipos dentales. Porteus et al. (2003) reportd la presencia de un
hongo patogeno (Exophiala mesophila) en unidades de agua dentales en Alemania,
posiblemente proveniente de pacientes inmunocomprometidos, con conidias de 4,8 pm de
largo.

Con respecto a las bacterias planctonicas provenientes de la saliva de 50 pacientes sin
enfermedad periodontal, asistidos en los consultorios de ambas regiones (Z1 y Z2), se
observo que el promedio fue de 6,58 x 10° (£ 0,65) UFC/ml de estreptococos en Z1 y de

6,38 x 10° (+ 0,38) en Z2, en su mayoria correspondiendo a la especie de Streptoccus
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salivarius. Se pudo comprobar, en coincidencia con resultados de otros autores (Pankhurst

1998 y Szymanska, 2005b), que tanto el biofilm de las cafierias como el de las salivaderas

se hallaban contaminados con los mismos, lo que demostraba que la fuente de

contaminacion eran los pacientes.

6.2- Biofilms en los dispositivos de los equipos odontoldgicos.

Cabe preguntarse por qué al atravesar los equipos odontologicos se altera la calidad del
agua. Como se explicé anteriormente algunas superficies de cafierias son excelentes
sustratos para la adhesion bacteriana y formacion de biofilms. En el caso de las tuberias de
los equipos odontologicos el flujo lento del agua (flujo laminar) que atraviesa la cafieria,
con una relacion de superficie/volumen diez veces mayor que la correspondiente a la
cafneria domiciliaria favorecen la presencia del biofilm e inducen la colonizacion de otras
bacterias y la liberacion posterior de las bacterias al medio (Shearer, 1996; Shanon et al,,
2000).

Es importante tener en cuenta que durante los procesos de limpieza y aplicacion de agentes
quimicos biocidas, el movimiento del fluido dentro de las cafierias del agua de los equipos
odontologicos solamente puede arrastrar la flora planctonica, pero no es posible desprender
la flora sésil adherida sobre las paredes de los ductos internos, que es mas resistente a la
accion biocida.

Los resultados del andlisis de la rugosidad superficial (Ra) en 18 cortes en total de los
materiales estudiados demostraron que las caras cercanas al desagiie de las salivaderas
presentan mayor rugosidad que en los bordes externos, menos expuestos al agua y a los
elementos de higiene. Los valores minimos y maximos de Ra presentan mayores
diferencias en las paredes internas que en los bordes, lo que haria suponer que estd

relacionado al tipo de higiene y materiales utilizados en cada consultorio, para limpiar las
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regiones mas comprometidas. Algunos de los materiales analizados presentaron crestas y
valles que probablemente correspondieron a las rayaduras producidas en su superficie por
elementos abrasivos utilizados para la higiene de los mismos. El andlisis comparativo
demuestra que la adhesion aumenta directamente con la rugosidad (Ra) y la
biocompatibilidad. Los resultados observados muestran el siguiente orden creciente: acero
inoxidable (Ra = 0,22 um) < opalina (Ra = 0,43 um) < ceramica (Ra = 0,76 um) para las
caras internas proximas al desagiie. En consecuencia, nuestros resultados, en coincidencia
con algunos estudios realizados por otros cientificos (Verran et al., 2001; Boyd et al.,
2002; Whitehead et al., 2004), muestran que la rugosidad tendria un efecto significativo
en relacion a la biopelicula, evidenciando un orden creciente de contaminacion relacionado
con un orden creciente para Ra. En concordancia, Witehead ef al., (2004) encontré en las
superficies de los equipos dentales que tuvieran una Ra menores que 0,2 um poseian bajos
niveles de acumulacion de biopelicula. Las que se hallaban entre los 0,20 pm y 0,80 pm
podrian ser consideradas superficies limpias con moderada acumulacién de biofilm, y las
que superaban los 0,80 um fueron consideradas superficies que permitirian la fécil
retencion y proliferacion microbiana. En particular estudios realizados por microscopia de
epifluorescencia sobre las superficies de 0,2, 0,5 y 2 um de Ra revelaron que la
Pseudomona aeruginosa de 1 pmy el C. albicans de 4 um de didmetro, eran retenidas en
superficies de Ra de 1 um (Witehead et al., 2005).

En relacion al analisis quimico de los materiales, se ha reportado que tanto la ceramica
como la opalina contienen silice. Estudios realizados por otros investigadores (Bernal et
al., (2003) y Abalos (2005)) mostraron que la presencia de este elemento favoreceria la

biocompatibilidad del material y por lo tanto la adherencia microbiana. De acuerdo a ello
en el presente trabajo los resultados revelaron que la cerdmica y la opalina presentaron

mayor la adherencia microbiana que el acero inoxidable. Los investigadores coinciden en
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recomendar que el instrumental médico y elementos o receptaculos afines, estén
confeccionados con acero inoxidable del tipo austenitico (Kazemi Reza et al., 2000;
Verran et al., 2001). Sin embargo, las salivaderas de acero inoxidable analizadas,
mostraron menor cantidad de niquel y mayor cantidad de hierro, correspondiendo a un
acero ferritico y no austenitico como el recomendado. En particular, en el presente trabajo
se demostr6 que la ceramica, cuyas caracteristicas fisicoquimicas la hacen muy
biocompatible, fue el material que tuvo caracteristicas mas retentivas en los cortes de las
caras proximas al desagiie de las mismas.

La adhesion de bacterias sobre los cortes de los tres tipos de materiales analizados muestra
que el numero de células adheridas a la ceramica es casi el triple del correspondiente al
acero inoxidable, incrementandose las diferencias a tiempos mayores. En la bibliografia
no se hallaron valores de retencion bacteriana y de hongos para las salivaderas de los
equipos odontoldgicos, por lo que no puede realizarse comparacion al respecto.

El niimero de los hongos sésiles sobre los cortes de los tres materiales expuestos durante
diferentes periodos de tiempo (24 y 64 horas), mostraron una secuencia similar a las
bacterias, pero en el caso de la ceramica la acumulacién de hongos a lo largo del tiempo
era menor que en el caso de las bacterias. Ademds, qued6 demostrado que la conta-
minacion por hongos proviene del ambiente y del agua que fluye por la salivadera. Si bien
no estd comprobada su patogenicidad, los mismos facilitan la adherencia de los
estreptococos y otras bacterias provenientes de los pacientes y del ambiente, tanto sobre
las salivaderas como sobre las cafierias (Mayo et al., 1990; Mills et al., 1993; Li et al.,
1994; Shanon et al., 2000). Los resultados discutidos previamente, en relaciéon con la
contaminacion en el agua de ingreso de los equipos odontoldgicos, del agua que fluye por
las mismas y los biolfilms formados en las cafierias y en las salivaderas, conducen a

importantes consecuencias en relacion a la bioseguridad.
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6.3- Importancia clinica y recomendaciones de Bioseguridad.

No debe olvidarse que los procedimientos odontolégicos dentro del surco gingival pueden
exponer el sistema vascular actuando como via de transmision de microorganismos, tanto
desde los tejidos del surco gingival que ya se halla colonizado, como a través de las
jeringas triples, turbinas, buches, etc. Por otra parte, dicha carga microbiana se expulsa
posteriormente hacia la salivadera a través de los buches y el flujo salival. Finalmente el
agua de la salivadera normalmente desagota en las cloacas con el consecuente peligro de
contaminacion de napas.

Estas consideraciones pueden extenderse teniendo en cuenta el factor de riesgo que
constituyen los pacientes inmunocomprometidos, con endocarditis bacteriana, con
tuberculosis, etc., ya que ciertas bacterias pueden sobrevivir adheridas sobre las superficies
(salivaderas, platinas, pisos, etc) hasta 90 dias, en caso de no realizar la debida
desinfeccion ambiental. Por los motivos expuestos se sugiere la instalacion de filtros
seriados dentro de las mangueras de agua, incluidas las cafierias hacia las cloacas, y su
remocion periddica para disminuir la carga microbiana y de sustancias toxicas (nitratos,
plomo, etc) en el agua de egreso y en las salivaderas dentales (Oertling et al., 1990; Miller,
1996; Petti et al., 2006).

Asimismo con respecto a la higiene de los equipos dentales se observo la conveniencia de
no utilizar algunas sustancias y elementos abrasivos como los polvos limpiadores de grano
grueso o esponjas metalicas duras, ya que los materiales de las salivaderas podrian rayarse
al poco tiempo de uso y la rugosidad actuar como factor retentivo de microorganismos.
Otra precaucion importante es dejar correr el agua por las mangueras, cafierias, canillas,
jeringas etc. durante 1 minuto, antes de comenzar las préacticas odontologicas, después del

periodo de receso de los equipos, para descartar el agua que ha quedado retenida y que esta
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mas contaminada, y colocar valvulas antiretraccion, a fin de prevenir que la saliva de los
pacientes penetre en el equipo odontologico (Bagga et al., 1984; Kuhmer et al., 1996;
Shanon et al., 2000; Montebugnolli et al., 2002; Petti et al., 2006). También es
recomendable el uso de agua estéril para procedimientos quirtrgicos y de sistemas
independientes que provean agua de calidad controlada, cuyos recipientes deben ser
periddicamente verificados.

En estudios realizados anteriormente (Butler et al., 2006), se ha reportado la aplicacién
del glutaraldehido al 2% diluido en agua, como descontaminante de jeringas triples. Dicho
biocida fue usado por inmersioén durante 10 a 12 minutos y se observo una disminucion en
la flora presente en el agua a la salida de dicho dispositivo. En particular, el nimero de
cocos planctonicos Gram positivos varid de 400 UFC/ml sésiles a 100 UFC/ml (después
del tratamiento), y el de los hongos planctonicos de 220 UFC/ml a 40 UFC/ml
respectivamente. Sin embargo, hay que considerar las recomendaciones dispuestas por el
ANMAT para el uso de este desinfectante, aplicandolo en lugares ventilados y en ausencia
de los pacientes, enjuagando con abundante agua debido a su alto grado de toxicidad.
Ciertas normas aconsejan que la higiene y desinfeccion de las salivaderas debe realizarse
entre paciente y paciente con desinfectantes de nivel intermedio tales como el hipoclorito
de sodio al 1%. También se indica la desinfeccion de otros anexos como los eyectores de
saliva, los que deben ser puestos en funcionamiento y aspirados con una solucién de
hipoclorito de sodio al 1%, entre paciente y paciente (Karpay et al., 1999; Smith et al.,
2001). Se puede concluir que es de suma importancia controlar la calidad del agua que
ingresa y egresa a los equipos y la formacion de biofilms sobre los dispositivos y poner en

practica las recomendaciones descriptas previamente para reducir la contaminacion.
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7- CONCLUSIONES.
Los resultados de los ensayos realizados en 59 consultorios de la ciudad de La Plata
revelaron que:
1- La calidad del agua potable en relaciébn con su carga microbiana que reciben los
consultorios de la Z1 (Parque Saavedra) y la Z2 (Punta Lara) no presenta diferencias
significativas, pero supera el valor admitido por el Codigo Alimentario Argentino respecto
a su carga microbiana.
2- Los recuentos de microorganismos del agua de ingreso y egreso mostraron un
incremento significativo de la contaminacion al atravesar el equipo odontologico.
3- Todos los equipos odontoldgicos mostraron niveles de contaminacién por microor-
ganismos en el agua de egreso hacia las salivaderas que superaba ampliamente el valor
admitido por el Codigo Alimentario Argentino.
4- Al atravesar los equipos odontoldgicos la composicion de la microflora planctonica se
modifica aumentando el nimero de bacterias e incorporando hongos ambientales.
5- La saliva de los pacientes sin enfermedad periodontal de las regiones Z1 y Z2 no mostro
diferencias significativas respecto del nimero de microorganismos planctonicos.
6- Las biopeliculas formadas sobre los cortes de los tres materiales (acero inoxidable,
ceramica y opalina) colocados en la region proxima al desagiie de las salivaderas estan
constituidas por el aporte de los microorganismos planctonicos del agua de egreso de las
caflerias metalicas, de la saliva de los pacientes y de los ambientales.
7- La composicion de las biopeliculas formadas sobre las cafierias de los equipos
odontoldgicos difiere de la correspondiente a las salivaderas, debido a que el area de la
toma de muestras fue diferente en ambos casos.
8- La adherencia de los hongos a la superficie de las salivaderas favoreceria la retencion de

bacterias, particularmente de los cocos.
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9- El numero de microorganismos sésiles adheridos a las salivaderas depende de la
composicion de las mismas, siendo en orden creciente acero inoxidable < opalina <
ceramica.

10-Las salivaderas de acero inoxidable mostraron mejor performance debido no solo a la
menor adherencia de microorganismos a corto plazo, sino a la menor acumulacion en el
tiempo. El analisis comparativo de las mismas, mostré que estaban constituidas por acero
ferritico y no austenitico como se recomienda.

11- La mayor rugosidad de la cerdmica y opalina, producto de los procesos de higiene, y
la mayor biocompatibilidad pueden favorecer la mayor susceptibilidad a la adherencia
microbiana sobre estos materiales.

12- Las diferencias entre los valores minimos y méximos de retencion de microorganismos
encontradas entre los consultorios con el mismo tipo de salivaderas probablemente estan
asociadas a las distintas rutinas de higiene que difieren en frecuencia y en los elementos
empleados (uso de productos quimicos agresivos, abrasivos de distinta dureza y tamafo de
grano, etc.).

13- El tiempo de receso (sin utilizar el equipo y sin higienizarlo, ej. fines de semana,
vacaciones) juega un rol fundamental favoreciendo la acumulacion de microorgnsimos en

las salivaderas y dificultando su remocion.

En consecuencia con el objeto de impedir la transmision de infecciones sistémicas a través
de las practicas odontologicas es importante realizar la eleccion adecuada de los materiales
y elementos de limpieza y la correcta aplicacion de las normas de bioseguridad. Entre ellas
se recomiendan: el estudio periddico de la calidad del agua, utilizacion de salivaderas de
acero inoxidable quirtigico, el uso de filtros, el empleo de agua estéril para las practicas

quirurgicas, la utilizacion de sistemas independientes para proveer agua de calidad
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controlada a los equipos odontoldgicos, dejar correr el agua luego de periodos de receso, y
entre paciente y paciente, la desinfeccion de todos los anexos del equipo odontologico

(turbinas, piezas de mano, jeringas triples, etc) después de cada prestacion odontoldgica.
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8- APENDICE I

8.1-Biopelicula de la cavidad oral.
Entre las fuentes posibles de contaminacion microbiologica de los dispositivos de los
equipos odontoldgicos se encuentra la saliva de los pacientes y la placa dental.
Debe tenerse en cuenta que cuando el odontélogo procede a remover la placa dental, para
realizar la limpieza de las piezas dentarias al salivar el paciente las volcara en las
salivaderas, contaminando dichos receptaculos. Debido a su importancia en el proceso de
contaminacion microbioldgica de los dispositivos es importante analizar los componentes,
mas comunes de la saliva y de la placa dental.
La pelicula consta de dos partes, la capa salival o cuticula acelular adquirida y la capa
formada por los microorganismos y polimeros extracelulares (Bing Yang et al., 2005;
Barrancos Mooney et al., 2006).
En la formaciéon de la placa dental participan enzimas y la actividad bioquimica y
metabolica de las bacterias orales. Su composicion varia segln el tiempo de maduracion y
la superficie colonizada.

8.1.1- Pelicula adquirida y adhesion primaria.
La capa salival es una delgada cuticula, amorfa, cuyo grosor varia segin la superficie,
aunque se estima que se halla entre 1 y 2 mm. Su formacién se lleva a cabo dentro de las
dos horas de haberse higienizado la superficie dental, carece de microorganismos y
contiene proteinas y glucoproteinas (Bushnell, 1961; Blehert et al., 2003; Barrancos
Mooney et al., 2006). Esta pelicula temprana continia madurando hasta constituirse en una
pelicula tardia, cuyos componentes son elementos de la saliva, productos microbianos, y
exudado gingival. Una vez constituida la pelicula salival, comienzan a adherirse las

bacterias de la cavidad bucal tales como: el Streptococcus sanguinis (S. sanguinis)
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(Kolenbrander, 2000; Blehert et al., 2003). Las cargas negativas de estas bacterias y de las
glucoproteinas, impiden la unioén entre ambos, por lo que los iones de calcio presentes en la
saliva neutralizan las mismas, formando el complejo: glucoproteinas- calcio- bacterias (Li
et al., 1994; van Ruyven et al., 2000). Otras especies bacterianas que forman el consorcio
son: Streptococcus gordonii (S. gordonii), el S. oralis y el S. sanguinis (formalmente
conocido como S. mitis). E1 S. mutans se congrega en caso de que exista una dieta rica en
hidratos de carbono (Loesche, 1988; Loo et al., 2000; Blagwat et al., 2001; Barrancos
Money et al., 2006),
8.1.2- Colonizacion secundaria.

Las bacterias mencionadas se van adaptando a las modificaciones del medio, de acuerdo a
la variedad de nutrientes presentes en €l y a las concentraciones de oxigeno. La etapa de
colonizacién secundaria, depende de la presencia y de la sintesis extracelular de los
polimeros de glucosa. En presencia de polisacaridos extracelulares, el S. mutans elabora
mutanos (glucanos insolubles), que actian como elementos de adhesion entre la superficie
dentaria y los microorganismos (Blehert ef al., 2003). A partir de la produccion de estas
sustancias, comienzan a congregarse diferentes bacterias. Las condiciones acidogénicas,
favorecen la colonizacioén de las veillonellaes y de los lactobacillus (Paster et al., 2001)
Estos microorganismos predominan en la caries de dentina y de raiz, o bien, se hallan
asociados a otras especies bacterianas (Cadwell et al., 1997). Esta asociacion estd mediada
por las fimbrias que poseen los actinomyces, que les otorga capacidad de adhesion para
agregarse entre ellos y a los S. oralis o S. mutans (Yeung et al., 1998; Palmer et al., 2003).
El metabolismo de estas bacterias produce ciertos productos quimicos como amonio, que
favorece la aparicion de un grupo de bacilos Gram negativos tales como: el Bacteroides
fragilis (B. fragilis) y el B. melaninogénicus (Listgarten, 1976; Guilarte ef al., 2004). La

poblacion de la cavidad oral continia modificandose dependiendo del pH salival, de las
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condiciones de higiene de los pacientes, del estado sistémico de los mismos, etc. Las
diferentes congregaciones que aparecen, pueden adquirir diferentes grados de
patogenicidad y de esta manera, pueden agredir a los tejidos duros y blandos de la cavidad
bucal, causando diferentes patologias (Quirynem ef al., 1995).
8.1.3- Formacion y poblacion biologica de la placa subgingival.

Podemos definir a la placa subgingival como el consorcio de especies bacterianas Gram
negativas anaerobias facultativas y anaerobias estrictas inmersas en una matriz que induce
el desarrollo de alteraciones en los tejidos de soporte y sostén de las piezas dentarias (Slots
et al., 1980).
La enfermedad periodontal es una lesion mixta, donde existen formas bacterianas aerobias
y anaerobias. Esta tltimas se alojan con facilidad en la llamada bolsa periodontal, que es el
descenso de la adherencia epitelial, considerandose bolsa patoldgica cuando la misma
supera los 4 mm de profundidad. Se inicia con la evolucion y maduracion de la placa
supragingival, sobre la que se adhieren otras formas anaerobias especificas como: e/
Fusobacterium spp., Prevotella spp., Porphyromonas ssp. (P. spp.), Treponemas
macrodentium (T. macrodentium), Peptoestreptococcus y bacterias pigmentadas como los
Bacteroides ssp. (B. spp.) (Loesche, 1988; Xymenez-Five et al., 2000; Kaplan ef al., 2003).

Este tipo de biofilm presenta variaciones con respecto a su ubicacion, por ejemplo
puede estar “fijo”, cuando se adhiere sobre ciertos puntos del cemento o del ligamento
periodontal, y puede estar “libre o flotante”, cuando se halla entre el cemento y ligamento
periodontal, en la region del tercio apical (Friedman et al., 1992). La llamada placa libre o
flotante es mas voluminosa y a microscopia electronica o de campo oscuro aparece con
manchas mas oscuras, lo cual indica la presencia de treponemas que contienen gran
cantidad de inclusiones, y de B. pigmentados (Friedman et al., 1992). Otros autores,

Listgarten (1976) hallaron otras especies bacterianas tales como: Porphyromona gingivalis,
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Treponema denticola, Campylobacter rectus, Actinobacyllus naeslundi, Prevotella
nigrescens, Prevotella intermedia y Actinobacillus actinomycetemcomitans (De Graff et
al., 1989; Noiriet et al., 2001).

En estudios histoquimicos realizados sobre bacterias productoras de periodontitis
putativa, fueron identificados: P. gingivalis, T. denticola, C. rectus, Eikenella corrodens,
Fusobacterium nucleatum y Actinomycetemcomitans (de Graff et al., 1989; Quirynem et
al., 1995; Piovano, 1999; Noiriet et al., 2001). Estas bacterias tienen capacidad de
virulencia suficiente como para producir importantes lesiones en los tejidos de soporte y

de sostén de las piezas dentarias.
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9- APENDICE II

Tabla II.1- Analisis de los valores medios y error estdndar de la rugosidad (Ra) de los
cortes pertenecientes a bordes externos y paredes internas de salivaderas de acero

inoxidable, opalina y ceramica.

Material Ra de borde externo | Ra de Pared interna
(um) (um)

Acero inox. 0,19 0,24
Acero inox. 0,20 0,20
Aceroinox. 0,18 0,22
Opalina 0,25 0,45
Opalina 0,33 0,43
Opalina 0,29 0,40
Ceramica 0,53 0,75
Ceramica 0,48 0,84
Ceramica 0,53 0,70
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Tabla I1.2- Valores medio y error estdindar de las UFC/ml de las bacterias planctonicas
enumeradas en el agua de ingreso a los equipos odontologicos en Z1.

N° de Valores Error N° de Valor Error
consultorio | Medio Estandar | consultorio | Medio Estandar
1 1,64 0,91 16 2,26 0,99
2 2,40 1,04 17 1,90 0,25
3 1,46 0,35 18 1,12 0,22
4 1,85 0,54 19 2,34 0,72
5 1,00 0,25 20 1,90 0,25
6 1,70 0,59 21 1,90 0,25
7 2,87 0,58 22 2,32 0,37
8 1,62 0,58 23 1,22 0,36
9 1,58 0,24 24 1,79 1,06
10 1,22 0,36 25 2,07 0,40
11 2,02 0,84 26 1,00 0,20
12 1,65 0,37 27 2,60 0,87
13 1,38 0,49 28 2,29 0,63
14 1,29 0,96 29 1,48 0,19
15 1,55 0,39

Tabla I1.3- Valores medios y error estandar de las UFC/ml de las bacterias planctonicas
enumeradas en el agua de ingreso a los equipos odontologicos en Z2.

N° de Valor Error N° de Valores | Error
consultorio | Medio Estandar | consultorio | Medio Estandar
1 1,79 0,36 16 2,50 0,72
2 1,66 1,06 17 1,95 0,97
3 1,40 0,44 18 2,34 0,72
4 2,43 0,80 19 1,90 0,25
5 2,12 1,11 20 1,20 0,76
6 1,44 0,74 21 2,73 0,61
7 1,62 0,88 22 2,12 0,55
8 1,68 0,68 23 1,48 0,53
9 1,32 0,63 24 1,36 0,33
10 1,86 0,92 25 1,61 0,48
11 1,96 0,87 26 1,55 0,49
12 1,95 0,97 27 1,65 0,96
13 1,95 0,88 28 1,61 0,82
14 1,65 0,33 29 1,48 0,19
15 1,98 0,064 30 1,98 0,50
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Tabla I1.4- Valores medios y error estandar de las UFC/ml de las bacterias planctonicas
enumeradas en el agua de egreso a las salivaderas dentales de Z1.

N°de Valor Error N°de Valor Error
consultorio | Medio Estandar | consultorio | Medio Estandar
1 3,13 0,34 16 4,50 0,39
2 3,18 0,35 17 3,80 0,28
3 4,36 0,48 18 5,30 0,57
4 3,43 0,36 19 4,30 0,38
5 2,86 0,25 20 4,08 0,29
6 4,40 0,47 21 4,40 0,45
7 4,45 0,42 22 4,73 0,47
8 3,19 0,38 23 5,02 0,49
9 3,97 0,41 24 5,20 0,55
10 4,35 0,37 25 4,30 0,38
11 4,48 0,38 26 5,29 0,56
12 5,20 0,50 27 4,50 0,39
13 3,90 0,25 28 4,51 0,40
14 4,60 0,42 29 4,51 0,40
15 4,20 0,40

Tabla IL.S- Valores medios y error estandar de las UFC/ml de las bacterias planctonicas
encontradas en el agua de egreso hacia las salivaderas dentales Z2.

N°de Valor Error N° de Valor Error
consultorio | Medio Estandar | consultorio | Medio Estandar.
1 3,20 0,34 16 4,22 0,38
2 3,50 0,35 17 3,20 0,36
3 4,20 0,38 18 3,70 0,37
4 3,80 0,36 19 4,30 0,36
5 2,86 0,23 20 4,08 0,31
6 3,30 0,35 21 4,40 0,37
7 4,00 0,37 22 4,70 0,37
8 3,10 0,31 23 5,02 0,40
9 3,90 0,36 24 5,26 0,41
10 3,60 0,35 25 4,30 0,40
11 3,50 0,29 26 5,29 0,43
12 3,80 0,35 27 4,50 0,38
13 3,13 0,30 28 2,86 0,23
14 3,53 0,32 29 3,10 0,31
15 4,20 0,36 30 4,62 0,64
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Tabla I1.6- Valores medios y error estindar de las UFC/ml de bacterias planctonicas
enumeradas en la saliva de los pacientes sin enfermedad periodontal asistidos en los
consultorios de Z1.

N°de Valor Error N°de Valor Error
paciente | Medio Estandar | paciente | Medio Estandar
1 7,09 0,41 14 6,97 0,44
2 6,94 0,46 15 6,56 0,51
3 8,08 0,57 16 6,62 0,49
4 9,00 0,42 17 7,70 0,52
5 7,21 0,43 18 8,24 0,43
6 6,58 0,31 19 7,47 0,37
7 7,21 0,36 20 6,90 0,48
8 6,39 0,33 21 6,54 0,44
9 7,21 0,35 22 6,40 0,44
10 6,35 0,40 23 7,52 0,45
11 5,53 0,48 24 8,04 0,29
12 6,12 0,33 25 7,01 0,43
13 6,45 0,50

Tabla II.7- Valores medios y error estandar de las UFC/ml de bacterias planctonicas
enumeradas en la saliva de los pacientes sin enfermedad periodontal asisitidos en los
consultorios de Z 2.

N°de Valor Error N°de Valor Error

pacientes | Medio Estandar | pacientes | Medio Estandar
1 6,15 0,67 14 6,05 0,58
2 7,21 0,69 15 6,35 0,44
3 7,7 0,63 16 7,21 0,52
4 6,42 0,43 17 8,00 0,62
5 5,87 0,48 18 6,69 0,61
6 8,80 0,53 19 6,85 0,45
7 6,26 0,57 20 6,60 0,54
8 6,60 0,57 21 6,11 0,50
9 6,75 0,65 22 7,00 0,59
10 7,18 0,59 23 6,36 0,59
11 7,26 0,58 24 6,44 0,65
12 6,66 0,66 25 5,87 0,64
13 8,02 0,62
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Tabla I1.8- Valores medios y error estandar de las UFC/ml de los hongos planctonicos
enumerados en el agua de egreso hacia las salivaderas de Z1.

Numero de | Valor Error Numero de | Valor Error
consultorio | Medio Estandar | consultorio | Medio Estandar
1 2,21 0,21 16 2,18 0,22
2 2,12 0,20 17 2,05 0,15
3 2,27 0,21 18 2,11 0,20
4 2,26 0,30 19 2,16 0,23
5 2,25 0,23 20 1,84 0,19
6 2,13 0,25 21 2,54 0,11
7 2,02 0,18 22 2,44 0,30
8 2,07 0,19 23 2,19 0,18
9 1,88 0,20 24 2,00 0,20
10 2,03 0,21 25 2,23 0,28
11 1,78 0,34 26 2,13 0,23
12 2,17 0,14 27 2,06 0,20
13 2,02 0,19 28 1,84 0,18
14 2,20 0,19 29 2,26 0,19
15 2,13 0,15

Tabla I1.9- Valores medios y error estandar de las UFC/ml de los hongos plancténicos
enumerados en el agua de egreso hacia las salivaderas de Z2.

Numero de | Valor Error Numero de | Valor Error
consultorio | Medio Estandar | consultorio | Medio Estandar
1 2,33 0,30 16 2,22 0,25
2 2,53 0,34 17 2,22 0,25
3 1,99 0,19 18 2,36 0,26
4 2,33 0,17 19 2,27 0,20
5 2,02 0,20 20 2,67 0,30
6 2,02 0,11 21 2,47 0,20
7 2,03 0,20 22 2,33 0,21
8 2,27 0,24 23 2,26 0,20
9 2,31 0,25 24 2,20 0,13
10 2,15 0,21 25 2,34 0,19
11 2,00 0,16 26 2,02 0,11
12 2,35 0,20 27 2,26 0,20
13 2,44 0,30 28 2,33 0,22
14 2,45 0,30 29 2,27 0,21
15 2,15 0,13 30 2,18 0,24
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Tabla IL.10- Valores medios y error estandar de las de UFC/ cm?® de las bacterias sésiles
enumeradas en el interior de las cafierias metélicas con salida hacia las salivaderas dentales
de Z1, 24 horas después de la higiene de los equipos dentales.

Numero de | Valor Error Numero de | Valor Error
consultorios | medio estandar | consultorios | Medio Estandar
1 2,37 0,14 16 2,89 0,26
2 2,80 0,27 17 3,25 0,21
3 2,76 0,34 18 3,18 0,20
4 2,91 0,25 19 2,48 0,16
5 3,36 0,20 20 2,48 0,15
6 2,71 0,23 21 2,82 0,20
7 2,91 0,25 22 2,58 0,22
8 2,33 0,19 23 2,46 0,19
9 2,31 0,16 24 2,91 0,21
10 2,55 0,22 25 3,27 0,22
11 3,85 0,30 26 3,54 0,23
12 3,27 0,20 27 3,72 0,26
13 2,57 0,20 28 3,40 0,22
14 3,11 0,19
15 2,40 0,15

Tabla IL.11- Valores medios y error estandar de las UFC/cm® de las bacterias sésiles
enumeradas en el interior de las cafierias metalicas con salida hacia las salivaderas dentales
de Z2, 24 horas después de la higiene de los equipos dentales.

Numero de | Valor Error Numero de | Valor Error
consultorios | Medio Estandar | consultorios | Medio Estandar
1 3,90 0,30 16 2,62 0,16
2 3,81 0,25 17 2,58 0,14
3 3,18 0,22 18 2,93 0,19
4 3,23 0,23 19 2,73 0,20
5 3,90 0,29 20 3,07 0,21
6 3,67 0,25 21 3,18 0,19
7 3,67 0,25 22 2,62 0,15
8 3,14 0,19 23 2,69 0,16
9 3,72 0,26 24 2,67 0,15
10 3,63 0,24 25 2,62 0,14
11 3,63 0,24 26 2,93 0,23
12 4,03 0,31 27 2,74 0,22
13 3,85 0,28 28 2,73 0,20
14 3,45 0,21 29 3,90 0,30
15 3,27 0,19 30 3,54 0,23
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Tabla IL.12- Valores medios y error estandar de las UFC/cm® de los hongos sésiles
enumerados en el interior de las caferias metalicas con salida hacia las salivaderas
dentales de Z1, 24 horas después de realizada la higiene de los equipos odontologicos.

Numero de | Valor Error Numero de | Valor Error
consultorio | Medio Estandar | consultorio | Medio Estandar
1 8,40 0,72 16 6,20 0,57
2 8,40 0,72 17 7,40 0,65
3 10,40 0,90 18 7,00 0,60
4 7,33 0,65 19 8,40 0,69
5 8,80 0,76 20 5,43 0,58
6 6,66 0,58 21 6,66 0,60
7 4,50 0,35 22 6,60 0,60
8 10,4 0,90 23 6,40 0,58
9 8,60 0,75 24 7,04 0,64
10 8,80 0,77 25 7,50 0,68
11 8,80 0,77 26 7,00 0,61
12 7,00 0,60 27 6,04 0,55
13 7,01 0,62 28 5,44 0,46
14 6,04 0,55
15 6,04 0,55

Tabla I1.13- Valores medios y error estindar de las UFC/cm® de los hongos sésiles
enumerados en el biofilm de las canerias metalicas con salida hacia las salivaderas dentales
de Z2, 24 horas después de realizada la higiene de los equipos odontoldgicos.

Numero de | Valor Error Numero de | Valor Error
consultorio | Medio Estandar | consultorio | Medio Estandar
1 8,2 0,72 16 6,64 0,55
2 6,4 0,56 17 6,32 0,52
3 5,73 0,48 18 5,75 0,48
4 6,6 0,57 19 5,56 0,45
5 6,33 0,54 20 6,02 0,57
6 7,00 0,60 21 7,20 0,61
7 4,55 0,35 22 8,08 0,66
8 8,8 0,75 23 6,55 0,54
9 7,00 0,58 24 6,73 0,58
10 6,03 0,51 25 6,02 0,51
11 6,04 0,51 26 8,02 0,66
12 7,10 0,58 27 5,79 0,57
13 7,33 0,60 28 10,02 0,88
14 7,00 0,58 29 8,30 0,74
15 6,08 0,53 30 6,20 0,56
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Tabla I1.14- Valores medios y error estandar de las UFC/cm® de las bacterias sésiles
enumeradas en los cortes de acero inoxidable de las paredes internas proximas al desagiie
colocados en las salivaderas dentales de Z1 y Z2 luego de 24 horas de exposicion.

N° de Medias de Error N° de Medias de Error
consultorio | Z1 estandar de | consultorios | Z2 Estandar de
Z1 72
1 2,46 0,31 1 2,23 0,34
2 1,94 0,39 2 1,57 0,26
3 1,57 0,31 3 2,38 0,37
4 1,79 0,34 4 1,91 0,36
5 1,57 0,31 5 1,87 0,24
6 1,49 0,42 6 2,15 0,34
7 1,64 0,38 7 1,68 0,27
8 1,57 0,26 8 1,56 0,39
9 1,87 0,30 9 1,72 0,24
10 2,17 0,34 10 1,42 0,13

Tabla IL.15- Valores medios y error estandar de las UFC/cm® de las bacterias sésiles
enumeradas en los cortes de acero inoxidable de las paredes internas proximas al desagiie
colocados en las salivaderas dentales de Z 1 y Z 2 luego de 64 horas de exposicion.

Ne° de Medias de Error N° de Medias de Error
consultorio | Z1 Estandar de | consultorios | Z2 Estandar de
Z1 72
1 2,84 0,35 1 3,36 0,36
2 2,87 0,35 2 3,02 0,37
3 2,64 0,37 3 2,40 0,40
4 2,30 0,45 4 2,52 0,34
5 2,13 0,43 5 2,76 0,42
6 2,54 0,44 6 2,45 0,41
7 3,01 0,29 7 2,91 0,43
8 3,07 0,42 8 2,75 0,46
9 2,17 0,34 9 2,23 0,34
10 2,77 0,38 10 2,66 0,44
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Tabla I1.16- Valores medios y error estandar de las UFC/cm® de las bacterias sésiles
enumeradas en los cortes de ceramica de las paredes internas proximas al desagiie
colocados en las salivaderas dentales de Z 1 y Z 2 luego de 24 horas de exposicion.

N° de Medias de Error N° de Medias de Error
consultorio | Z1 Estandar de | consultorios | Z2 Estandar de
Z1 72
1 4,31 0,33 1 5,20 0,38
2 4,16 0,25 2 5,18 0,23
3 4,02 0,34 3 4,69 0,25
4 4,70 0,26 4 5,28 0,41
5 4,10 0,31 5 4,28 0,40
6 4,62 0,30 6 4,61 0,49
7 4,67 0,33 7 4,40 0,49
8 4,76 0,29 8 5,13 0,24
9 4,00 0,35 9 4,08 0,49
10 4,00 0,33 10 4,00 0,34

Tabla IL.17- Valores medios y error estandar de las UFC/cm® de las bacterias sésiles
enumeradas en los cortes de cerdmica de las paredes internas proximas al desagiie
colocados en las salivaderas dentales de Z 1 y Z 2 luego de 64 horas de exposicion.

N° de Medias de Error N° de Medias de Error
consultorio | Z1 Estandar de | consultorios | Z2 Estandar de
Z1 72
1 9,62 0,66 1 10,07 0,73
2 10,25 0,81 2 9,98 0,78
3 9,93 0,89 3 8,64 0,93
4 9,48 0,66 4 9,47 0,79
5 9,91 0,91 5 9,26 0,97
6 10,05 0,77 6 8,88 0,80
7 10,10 0,73 7 8,63 0,77
8 10,37 0,67 8 8,87 0,91
9 9,57 0,72 9 9,28 0,75
10 9,50 0,064 10 8,70 0,74
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Tabla IL.18- Valores medios y error estandar de las UFC/cm’ de las bacterias sésiles
enumeradas en los cortes de opalina de las paredes internas proximas al desagiie colocados
en las salivaderas dentales de Z1 y Z2 luego de 24 horas de exposicion.

N° de Medias de Error N° de Medias de Error
consultorio | Z1 Estandar de | consultorios | Z2 Estandar de
Z1 72
1 2,99 0,24 1 3,36 0,31
2 2,86 0,24 2 3,74 0,25
3 2,40 0,26 3 3,29 0,34
4 2,46 0,29 4 3,87 0,38
5 2,50 0,26 5 3,85 0,40
6 2,57 0,29 6 3,63 0,30
7 2,58 0,30 7 3,31 0,31
8 2,26 0,33 8 3,81 0,40
9 2,47 0,30 9 3,80 0,35
10 3,56 0,36

Tabla I1.19- Valores medios y error estandar de las UFC/cm® de las bacterias sésiles
enumeradas en los cortes de opalina de las paredes internas proximas al desagiie colocados
en las salivaderas dentales de Z1 y Z2 luego de 64 horas de exposicion.

N° de Medias de Error N°de Medias de Error
consultorio | Z1 Estandar de | consultorios | Z2 Estandar de
Z1 72
1 4,19 0,34 1 5,19 0,46
2 4,81 0,31 2 5,12 0,46
3 4,62 0,48 3 4,89 0,39
4 4,37 0,55 4 4,44 0,50
5 3,57 0,50 5 5,25 0,42
6 4,57 0,57 6 5,22 0,51
7 4,14 0,46 7 5,33 0,38
8 4,52 0,39 8 4,47 0,45
9 4,62 0,48 9 4,76 0,54
10 4,68 0,49
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Tabla I1.20- Valores medios y error estindar de los hongos sésiles enumerados en los
cortes de acero inoxidable de las paredes internas proximas al desagiie colocados en las
salivaderas dentales de Z1 y Z2, luego de 24 horas de exposicion.

Numero de | Medias de Error Numero de | Media de Error
consultorios | Z1 Estandar de | consultorios | Z2 Estandar de
Z1 72
1 2,44 0,34 1 2,38 0,37
2 2,17 0,33 2 2,17 0,33
3 2,17 0,37 3 2,17 0,45
4 2,17 0,37 4 1,96 0,49
5 1,22 0,28 5 2,17 0,39
6 1,55 0,35 6 2,90 0,42
7 2,00 0,37 7 1,65 0,37
8 2,28 0,43 8 2,07 0,35
9 2,07 0,42 9 2,10 0,37
10 2,15 0,39 10 2,44 0,41

Tabla I1.21- Valores medios y error estandar de los hongos sésiles enumerados en los
cortes de acero inoxidable de las paredes internas proximas al desagiie de las salivaderas
dentales de Z1 y Z2, luego de 64 horas de exposicion.

Numero de | Medias de Error Medias de Error
consultorios | Z1 Estandar de | Numerode | Z2 Estandar de
Z1 consultorios 72
1 3,30 0,29 1 3,79 0,34
2 3,33 0,41 2 3,89 0,48
3 3,67 0,45 3 3,44 0,46
4 3,18 0,35 4 2,85 0,35
5 3,39 0,30 5 3,40 0,52
6 3,30 0,41 6 3,49 0,52
7 3,22 0,40 7 3,30 0,38
8 2,90 0,30 8 3,76 0,39
9 3,27 0,45 9 4,27 0,31
10 3,69 0,39 10 4,09 0,43
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Tabla I1.22- Valores medios y error estandar de los hongos sésiles enumerados en los
cortes de ceramica de las paredes internas proximas al desagiie colocados en las
salivaderas dentales de Z1 y Z2, luego de 24 horas de exposicion.
Numero de | Medias de Error Numero de | Medias de Error
consultorios | Z1 Estandar de | consultorios | Z2 Estandar de
Z1 72

1 4,56 0,41 1 6,63 0,55

2 4,62 0,51 2 6,41 0,48

3 4,41 0,68 3 5,66 0,60

4 5,42 0,68 4 5,20 0,67

5 5,61 0,51 5 6,21 0,71

6 5,09 0,65 6 5,48 0,75

7 5,26 0,67 7 4,62 0,71

8 6,26 0,73 8 5,44 0,52

9 5,95 0,73 9 5,85 0,59

10 5,55 0,49

Tabla I1.23- Valores medios y error estandar de los hongos sésiles enumerados en los
cortes de ceramica de las paredes internas proximas al desagiie colocados en las
salivaderas dentales de Z1y Z2, luego de 64 horas de exposicion.
Numero de | Medias de Error Numero de | Medias de Error
consultorios | Z1 Estdndar de | consultorios | Z2 Estandar de
Z1 72

1 7,97 0,47 1 7,61 0,70

2 8,35 0,80 2 6,37 0,70

3 8,53 0,88 3 9,91 1,40

4 7,30 0,61 4 6,59 0,85

5 6,78 0,63 5 6,15 0,80

6 5,61 0,65 6 7,03 0,88

7 7,66 0,61 7 7,86 0,95

8 8,41 0,49 8 9,35 0,90

9 7,48 0,62 9 6,15 0,76

10 6,71 0,61
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Tabla I1.24- Valores medios y error estandar de los hongos sésiles enumerados en los
cortes de opalina de las paredes internas proximas al desagiie colocados de las salivaderas
dentales de Z1 y Z2, luego de 64 horas de exposicion.

Numero de | Medias de Error Numero de | Medias de Error
consultorios | Z1 Estandar de | consultorios | Z2 Estandar de
Z1 72
1 4,56 0,41 1 5,06 0,43
2 4,62 0,51 2 5,34 0,51
3 4,41 0,58 3 5,12 0,62
4 4,00 0,58 4 4,99 0,61
5 4,78 0,55 5 4,10 0,52
6 4,40 0,58 6 4,47 0,50
7 2,96 0,53 7 3,34 0,47
8 3,89 0,60 8 3,76 0,73
9 4,13 0,53 9 4,44 0,58
10 10 3,86 0,56

Tabla I1.25- Valores medios y error estandar de los hongos sésiles enumerados en los
cortes de opalina de las paredes internas proximas al desagiie colocados en las salivaderas
dentales de Z1 y Z2, luego de 64 horas de exposicion.

Numero de | Medias de Error Numero de | Medias de Error
consultorios | Z1 Estandar de | consultorios | Z2 Estandar de
Z1 72
1 5,03 0,50 1 6,63 0,55
2 4,66 0,68 2 5,41 0,48
3 4,96 0,68 3 5,66 0,60
4 5,42 0,68 4 5,20 0,67
5 5,61 0,51 5 6,21 0,71
6 5,09 0,65 6 5,48 0,75
7 6,26 0,67 7 4,62 0,71
8 6,52 0,73 8 5,44 0,52
9 5,95 0,73 9 5,85 0,56
10 6,23 0,45
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