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INTRODUCCION



1-INTRODUCCION .

Los equipodontoldgicos reiben agua corriente a través de cafierias domiciliarias, siendo
transportada desde los tanques de reserva fpairaduentes de abastecimieritasta las
cafierias o canillade los mismosPor este mivo, dependiendo de la fuentd agua
puede estar coaminada en menor 0 mayor medida caliversos gérmenes.
Consecuentementalesde su ingreso a través de las cafierias de entrada al equipo, hasta su
salida a las salivaderas, jeringas triples, habj etc.el agua puede condu@rganismos
tales como: hogos, bacterias, parasitos, .€be ha observado que ks microorganismos
suspendidos en elgua corriente (microorganismos planctonicos)adhieren sobre las
cafierias y dispositivog pueden dar lugar & formacion deuna pelicula biolégica o
biofilm sobre los diferentes sustat(Shanonet al.,, 2000). Entre los factores mas
importantesque influyen en la susceptibilidad die adherencia microbianpodemos
mencionar: la temperatura, naturaleza del materiagl diametro que poseen los ductos de
agua en relaciéon al volumen del liquido que debe tramagda velocidad del flujo de agua

los periodos de reposo a lpse son emetida las unidades dentalgdas particulas quee
desprenden de las cafier(&anonret al, 2000;Leeet al, 2001).Por otra parte la caga
microbiana de la saliva Yyos desprendimientos de la pladental durante los tratamientos
constituya fuentes adicionales de contaminacion que pueden in@dutr formacion de
biopeliculagWalkeret al, 2000;Wilson et al., 2005).

Durante el acto operatorio, los profesionales odontdlogos, auxiliares o pacientes, pueden
inhalar o tomar contacto con lggrmeneslancténicosa través de las microgotas que
guedan suspendidas en el aire con los microorganisésiesque se hagn alheridos a

las superficies Esta exposicion a los gérmenpsededar lugar a infecciong®illiams et

al., 1996 Wirthlin et al, 2003).



En consecuencidos biofilms formadosen los disintos elementos que conforman el
equipo odontolégicoasi como lognicroorganismos plancténicosonstituye fuentes de
contagio de infecciones que iegportante controlar,rerelacion con la bioseguridad de los
profesionales y paciente®ebido a la importancia de los procesos de contaminacion que
se produceren los eqipos mencionados diferentes entidadetmles como Association
Dental Administration (ADA), Food and Drug Administrath (FDA) y la Nacional
Sanitary FoundatioNSF)en E.E.U.U. y la Asociacion de Bioquimicos en la Argentina
estan recomendandoedidas decontrol Entre dichas normagodemos citar el uso de
agentes antimicrobianos y de filtros en las salidasyde corrient¢ADA, 1999 Mayo et

al., 1999 Smithet al, 2001, Walkeret al, 2003, Yabunet al, 2005)

De acuerdo a las consideracionesvias € andlisis de los procesos de formacion de
biofilms en los equipos odont@izoses de suma importanciadgbe realizarse teniendo
en cuenta las diversasfuentes de bacterias y honggse probablemente dan origen a

dichas biopeliculas.

1.1-Bacterias planctonicas y el biofilm

Las bacterias plancténica®mo ya se mencion&on aquellas que se encuentran
libres, flotando en un medio liquido. Se estima quitosel 1 % de las bacteriage los
conducbs de agua corrientee encuentran en estadtaneténicoy el resto forman
biopeliculas o biofilrs (Costertonet at 1999; Nazar 2007). Los biofilms se originan
cuana las bacterias planctonicgerciben una superficie, se adhieren a ella, y luego
enviansefales quimicas para coordisardiferenciacion genética y darigen a colonias
estructuradas incluyendo el desarrollo de una cubpedizctorade polisacaridogDavies

et al, 1998 Kolenbrander, 2000



La interfase séliddiquido entre la superfiei de dispositivos y carfierias odontolégic

proporciona un entorno ideadra la fijacion y crecimiento de diversos gérmenes.
1.1.1Biofilm. Etapas de formacién

El biofilm puede definirseomo una comunidad deiecnoorganismos que se encuentran

emkebidos en una matriz poliméricme les permite unirse entre si y al sustrato sdlido.

Dichos microorganismos muestran un fenotipo alterado en cuanto al grado de

multiplicacion celular aa la expresin de sus geng®aestel et al, 1998 Nazar, 200Y.

El biofilm cumple un ciclo vital, en el cual las interacciones que realiza con el medio

ambienteson de fundamental importancidang et al, 2000;Picioreanuet al, 2001).La

formacion del mism se puede dividir endtapa como se grafica en |&guras 1.2-1.4.

1.1.1a) Primera etapa: transporte y adhesion reversible.

B 1\4 %I @ <?Ad|>
- * <vA 7 P
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Figura 1.1- Primera etapa: fnsporte y adhesion reviale. A: bacterias planctacas con
adhesion reversible asustratop B: elementos de motilidad y adhesion bacterianos
(flagelos), C: sustrato solidoD: irregularidades del sustrato (rugosidades, porosidad,
herrumbre)E: diferentes especies bacteriananptonicas.



Como se representa enHegura 1.1, en estgrimeraetapa se produce el transportdate
bacterias planctonicagioneras (Figura 1.1E) a sustrato solido(Figura 1.1.C). El
sustrato sélido se hallmodificado por la adsorcion de moléailgue constituyen una
pelicula condicionare que favorecda adhesion de bacterias. El proceso de adhesion
bacteriananicialmente es reversiblg-igura 1.1.A). Los elementos denotilidad (Figura
1.1.B ayudan a las bacterias a alcanzar la superficie yti@orestar las repulsiones
hidrofébicas. Una vez que las células toman contacto con la superficie pueden o bien
desplazarse sobre ella, o producirse la adhesidn secundaria o irreveksible.
irregularidades del sustratdrigura 1.1.D) pueden afectar el poceso de adhesion
(Costertoret al., 1999).

Se considergue para que exista una interaccion e@enembrana dehicroorganismo y

el sustratodebe haber una distancia maxiae 50 nm(Moller et al, 1998; Purevdorj
Gageet al, 2004 Abalos, 2005Witeheadet al, 2009. Cuando la bacteria se acerca a la
superficie, se produce una atraccion debido a las fsieled/an der Walls asociadasun
efecto de afrccion entre atomos o molécul@amamotoet al, 1998).Cuandoa causa de

la densidad de la cgasuperficialque tienen las bacterias en su pared celular, aparece una
fuerza de repision deben interveniotros factorepara lograr el acercamienténalgunos
casosja accion de las dos cargas negaies neutralizada aumentani@oconcentracion

de hidrogeniones en la intez (Moller et al, 1998; Purevdorj Gage et al, 2004;
Witeheadet al, 2005). Un ejemplose present&n la placa bacteriana supragingival, el
efecto repulsivo de las cargas negativas d&leptococcs mutansg/ el esmalte deatio,

es neutralizado por los hidrogenes salivies (Singletoret al, 1997).



1.1.1b) Segunda etapadhesion irreversible

Figura 1.2- Segumla etapaadhesionrreversible B: flagelos y fimbriasF: comunicacion
(quérum sensing)z: matriz poliméricaH: adhesion irreversible.

El transporte de los organismos se lleva a cabo por diferentes mecanismos fluidodinamicos
y por la atividad propia de la bacteriagode flagelosYTrulearet al, 1982;Costertoret

al., 2000;Purevdorj Gageet al, 2004 Abalos 2005.

La adhesién de las bacterias del biofilm a los diferesustratos depengdademas de los

ya mencionados previamentde factoresfisicos, quimicos,eléctricos vy bioldgicos
especificos glementos propios de las bacterias tales como: flagelos, fimbrias, cuyli, etc.
(Trulearet al., 1982;Hsuet al, 1994 Joneset al, 1995 Jonaset al, 2007). Cuando los
organismos percilpela superficie solidaomienzan a utilizarelementos de mmocion y
adhesion tales como: fimbrias, pilis o #as 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 qoatdbuyen en la adherencia bacteriana stdsesustratos

sélidos oa otras células, y son esenciales en los mecasisia virulena (Austin et al,



1998).Las fimbriasson prolongaciones que primateben superar la barrera de repulsion
electrostaticanicial que existe re la bacteria y el sustratontes de dar lugar a la
adhesion(Joneset al, 1995). Los flagelos también son prolongaciones celulares con
estructura algo mas compleja que fambrias, de origen proteico, quepermiten la
motilidad y b adherencia celulakos pilis, son apéndices celulares ligeramente mayores
que las fimbrias que participan en la transferencia de material genético entre las bacterias
mediante el mecanismo de conjugaciBos et al, 1995).Este mecanismo de adhesion lo
poseen cierto tipo de bacterias Gram negativas cBssudomona aeruginosa, Vibrio
cholereae, Escherichia coli, Salmonedlataic, que lo realizan por medio de fimbrias mas
complejas o adhesinas denominadas tipd_bé curli son delgados filamentos tagide
origen proteico, que forman verdaderas redes para entridabacterias entre si, lo cual
les permite realizar una adhesion de tipo irrebéssobre la superficie sélid€haracklis

et al, 1983;Costertonet al, 2000).En la adhesion irreverble (Figura 1.2.H) también
participan finas fibrillas de la matriz poliméricaRigura 1.2.G). Las caracteristicas
fisicoquimicassuperficialesde los sustratogcomposicion, rugosidad, hidrofobicidad)
también juegan un papel muy importaete el mecanismde la adhesién (Zobel, 1943).
Sin embargogdebe tenerse en cuenta gliehas caractésticas se modificarlebido a la
formacion de pétulas condicionantes constituidagpor sustancias organicasnuchas
veces excreties por las bacterias pioner@Suerrep et al, 2001;SerraneGrangeret al.,
2005. Otros factores que favorec&nadhesion son: la velocidad del flujo, la temperatura
del agua, la concentracion de los rarites, etc(Costertonet al, 1995;Bradshawet al,

1996 Boulangeet al, 1997 Shanonet al, 2000;PurevdoriGageet al, 2004).



1.1.1.c)Tercera etapapropagacion y crecimiento del biofilm

Figura 1.3- Tercera epa: propagacioy crecimiento del biofilm G: matriz poliméica,
J: crecimiento y reprodud@n, K: poros o canalesl.: desplazamiento bacteriano o
swarmingsobre la superficie.

Esta es la etapa @ex p a n spreading {cifecimiend y reproduccion bacteriana
Una vezque las célulaspionerasse hallan adheridasomienzan amovilizarse sobre la
superfige y se van extendiendatilizando todo tipo de pvimientos grupales como
swarmirg o gliding (Figura 1.3.L) (Ariza Barreraet al, 1999;Danielset al, 2004). El
fendmearo deswarming(Figura 1.3.L) se caracteriza por la formani@e unabiopelicula
gue se extiersla partir de pequefas colonias por el movimien@rggroduccion de las
bacterias La motilidad esta facilitadaor bacterias diferenaias mas largague seunen
paradesplazarse formando pequendsdmfigura 1.3.L) (Hernandezt al, 1993 Zhang
et al, 1994 Ariza Barreraet al, 1999 Kolenbrandeet al, 2000; Rechtet al, 2001).
El gliding es otro fendmeno de deslizamiento bacteriano que sucetbe @miesencia de
elementos especializados. En algunos casos la velocidad de dichaateggio es de 10
€ nmekg. Para que ello ocurra deben existir ciertos factores tales como secrecion de

polisacéaridosy surfactantes(Hernandezet al, 1993 Lewandowsky et al., 1999.



Finali zada | spreadingp aneh rr en loa [freduqriénmasivac dee |,
exopolisacaridogFigura 1.3.G) les permite adherirse irreves@mente y constituiruna
estructura tridimensenal donde se reproducdifrigura 1.3.J) y adheren otras bacterias
(Dagostinoet al, 1991 Stoodleyet al, 2002 Rasitaet al, 2003) También se congregan
otras especies bacterianas formando consontiediante asociacioaeespecificagMoller
et al, 1998) Dichos consorci@ muestra una arquitetura particular que contiene poros y
canales para favoreckr circulacion de nutrientedentro de la matriz polimérigd&igura
1.3K) (Zhanget al, 1994 Camesanet al, 2000;Brandaet 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 superfici@Sigura 1.4N)
(Lewandowskyet al, 1994; Stoodleyet al, 2002 SerraneGrangeret al., 2005. El
desprendimiento puede producirse como un proceso biolégicamente programado o por
causas mecanicas tales como la erosion. Se habla de ésta, cuando el biofilm es desprendido
por colision de particulas o fddn con el liquido circunade (Kdlbel-Boelke et al,
1988).
Consecuentemente, un biofilm puede desarrollarse a partir de células plancténicas o a
partir de células o porciones de biopeliculas desprendidas de otro biofilm manteniendo
total o parcialmenttas propiedades de baopelicula de la cual proce@anget al, 2000;

PurevdorjGageet al, 2004).



Figura 1.4- Cuarta etapa: Maduracion y desprendimto de bacteriay porciones de
biofilms. M: porciones de biofilms desgmdidos,N: Algunas bacterias formam nuevo
biofilm en otro sitio.

1.1.2 Composicion del biofilm.
El biofilm estd compuesto por bacterias que representan entt&%ny un20 % del
volumen, y el resto esta coitgido por una matriz de glicocdaligFigura 1.3.G) que
contienematerial celular e inorganiq@hanget al,, 1994;Brandaet al., 2005).
Los polsacéaridos producidos poras mismas bacteriagpdlimeros extracelares o
exopolisacéridos) son sustanciasque tienen cargas nheutras o polianionicas que
eventualmentepueden actuar como nutrientes para distintas especies dedsatttando
escasean los mismolsos consorcios se orgé&an en forma de microcolonigsie se van
superponiendade forma tal que g@n espacios intersticialelsuecos, que constituyen
canales de agua. Estos permiten el flujo de liquido y cumplen la funcion de un sistema
circulatorio primitivo de transporte y difusion de nutrientes y oxigeno a lasibaajee se
hallan en los estratasas profunds. También son un mecanismo de eld®metddlico

(Kolbel- Boelkeet al, 1988 Zhanget al, 1994 Costertonet al, 1995).Por otra parte cabe



mencionar que en la estructura tridimensional del biofilm exiatabientes con diferentes
concenradones de nutrientes, oxige y pH, 1o que permite la proliferacion dedterias
anaerobias. En los biofilms aerdbices lzonas mas externasn metabolicamente mas
activas que las zonas profundi®ller et al, 1998).

La estructura y composicion Ideiofilm, por lo tanto, dependde un gran numero de
variables tales comtas caracteristicas del sustrato, de los microorganismos Yy de las

caraderisticas del medio ambientéieira et al., 1993;Parselet al, 200Q Lasa 2006).
1.1.3Comunicacion ygenéticaen la formacién del biofilm

Una vez que las bacterias se hallan adheridas al sustrato, comienzan a comunicaise entre
y entre las diferentes especies. Para ello, utilizan unae sde sefiales quimicas
coordinadas, que les pernmtanteractuar entre célula y célula. Esta comunicacion
denominadaquoérum sensingFigura 1.2. F), se realiza a través de pequefias moléculas
mensjeras (Parseket al, 2000). Estas sefiales quimicales paibilitan detectar la
presencia de microorganismos vecinos, determinar la poblacién existente y responder a
eventuales cambios ambienta(@avieset al, 1998 Danielset al, 2004 Daveyet al,

2006. Cada bacteria que se fijdaasuperficie producmolécula a modo deefial, por lo

cual, a mayor numero de bacterias unidas, aumenta la concentraciéon local de esta sefal.
Posteriormente, en el interior de las bacterias, se inducen diferentes expresiones quimicas,
y de esta manera, se produce la difaemién de las bacters 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 lasil-homoserindactonas(Ashwell et al, 1982; Parseket

al., 2000; Nazar, 2007 Los microorganismos también poseen un receptor que puede
detectar especificamente al autoinductarespondiente. Por otra parteilando éste queda

unido al receptor, sectiva la trascripcion de determinados genes, incluyendo aquellos
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utilizadospara la sintesis del induct@Boset al, 1995 Davieset al, 1998). Después que
en el medio se acumula una suficiente cantidad del autoinductar, agtiva un receptor

espedico (Gibbonsetal., 1983;Haversteiret al, 1996;Blehertet al, 2003).

1.2- Biofilm de la cavidad bucal.
Como se mencion@reviamente la cavidad oral de los pacientes una fuente de
contaminacion microbraa El biofilm oral es considerado como un prototipo o ejemplo de
convivencia microbiand.as bacterias que searentran en la saliva sq@hancténicas, por
hallarse suspendidasn un medio liqguidomientras que las bacterias addi@s a las
superficies dras @iente, implantes,econstrucciones, protesis, gttorman una pelicula
gelatinosa adherent®iofilm) conocida comofip | aca dent al 0. La mism
agente etiolégico di caries dental y deas enfermedades ppedontaleg SerraneGranger
et al, 2005 BarrancosMooney et al, 2006). Las bacterias oralede la placa dental
constituyenuna colonizacion mixta producida sobies tgidos dentarios:esmalte y
cemento. Tal asociacion deriva de la coagregacion de bacterias orales que se rgconocen
comunican entre skn estudios realizados sobrebabfilm oral, se han descubierto genes
bacteriams que definen su desarrollo y que son difereatdss hallados en la vida
planctonica Por su ubicacion o tejidos que cubrse distinguerdos tipos deplaca la
supragingival yta subgingival(Cadwellet al., 1997).
1.2.12-Placa supragingival.

La placadental es definidacomo una entidad bacteriana proliferante que se adhiere
firmemente a las superficies dentariasug gor su actividad enzimaticanetabdlica actua
como agentetiolégico de la caries dental (Marcantoni, 199%9).cavidad bucal constituye
un sistema heterogéneo y complejo, en el cual los elementos anatomofisiolégicos son

determinantes para el desaroalkel biofilm. En elldas fosas, fisuras, elementos praigsi,
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crevice gingival y salivaactian en forma directa o indirecta en la retenaénlos
microorganismos orales.os mismos se adhieren a las superficieacosas y las piezas
dentirias mediantéos diferentes mecanismos de adherencia descriioscontacto con
determinados nutrientes estos microorganismos se relacionan con la pelicula aggeirida
cubre las piezas dentariadravés de una matriz de polisacariddemo consecuencia de
estas fuaciones, desarrollan wistema heterogéneo sobre el que cresereproducen y
generan acidggomo producto del metabolismo de los hidratos de carlputbendo dar
origen a las diferentepatologiasdentarias(Loesche, 1988Marcantoni et al, 200Q
Guilarte et al,, 2004 Bing-Yanget al, 2005).

La ampliacion de la teméatica de los biofilms de la cavidad budallos microorganismos

gue los constituyese encuentra en Abéndice I.

1.3 Equipos odontolégicos. Tipos de sustratog microorganismos asociados a la
formacion del biofilm.

Desde hace varias décadmspreocupdan para diversos investigadores y entidades
de la SaludADA, FDA, etc) el problema que presenta la formacion del biofilm en las
tuberias interas de las unidades denta{@®A, 1999. El medio acuatico que circufzor
éstas es un reservorio de microorganismos planctonicos, metaboléogscosy minerales
del agua y d particulas que se desprenden de las cafierias que pueden dar daigen a
formacion de un biofilm. Lasustancias organicas son adsorbigas las superficies
formando la capa condicionante, que sufre permanentes modificaciones debslo a lo
diferentes fadres ambientake Los microorganismogue mas colonizan las unidades
dentales son en generlds hongosy protozoarios flotantegShanonet al, 200Q
Szymanska 200%). El desprendimiento de microorganismog las paredes lisas y
estrechas de los ductogtalicos puede inducila colonizacién de otras regiong@srbinas,

jeringas triples, salivaderas, etdsi, frente a unlfijo o turbulencia intensese podria
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liberar mayor cantidadde porciones de biofilmy, tal como se explic6 previamente,
podriandesprenderseéle la superficie ddas caferiapara iniciarsu ciclo vital en otro sitio
(Yamamotoet al, 1998;Yanget al, 2000. Ademasd nivel de estrés ambientpuede
favorecereste desprendimiento. E$trés ambiental, esta referido a los cambegeticos

de adaptaciénue sufren ciertas bacterias, debiddas variaciones del medio ambiente
(por ejemplo, cuando hay agregadoutebiocida como hipoclorito de sodio), en algunos
casos modificando sus fenotipQgieira et al, 1993 Stoodleyet al, 1998; Loo et al,
2000;Linton et al, 2001;Sanchez Rodrigue2005).

Otro de los factores ambientales que juega un papel muy importante en las var@eiones
la composiciordel biofilm es & suciedad. Se entiende por, t&lla formacion de depdsitos
provenientes de distintas fuentepor ejemplo dela superfite de los equipos,
disminuyendo significativamente la calidad de su funcionamientowdsuutil (Williams

et al, 1993).Las formas de suciedad relacionadas con la formacién de la biopelicula en
los equipos odontolégican la suciedadioldgica, laparticulada ypor precipitacion. Se
entiende por suciedad bioldgica, la adherencia de los microorganismos y la elaboracién de
productos metabodlicos a partir de estBstos sedimentos pueden deparse en los
distintos componentes del equipo dental como cafierias, jeringas triples, turbinas y
salivaderasLas porciones de biofilm desprendidéss fluidos organicos de la cavidad
bucal, que contienen microorganismos en suspension Yy las particyksaalental de

los pacientes puedesdsorberse aepositarse sobre las paredks dichos dispositivos
(Characklis 1985 Pankhurstet al, 1993 Monteiro de Souz&ugelmin et al, 2003;
Szymaiska, 2005).

La suciedad por corrosion biologica se prodeoeno consecuencia de la Bion
inducida por los microgianismogqCharacklis 1985;Gaylarde, 1990; Videlat al, 1992;

Ferrariet al, 1995). Suciedad particulada es la acumulacion ddigulas solidas muy
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divididas que serian arrastradas por la eoté 0 se desprenden de las carieriga.
suciedad por precipitacion, consiste en la precipitacion de sustancias previdisiezitas

en el medio liquidaobre la supécie sélida(Characklis 1983;Williams et al., 1996).

Debido a las diversas fuentes dontaminacion que confluyesobre las salivaderas las
mismas constituyen un dispositivo de particular interés para el andlisis de las condiciones
de bioseguridad. Sin embargo, existen escasos estudios con referencia al grado de
contaminacion de las miss.

1.31- Especies de microorganismogas frecuentes Hatlos en & biofilm de las
cafierias iternas de los equipos odontoldgicos.

Son diversas las espes bacterianas halladas en las biopeliculas formadas y en el
aguaque circula por las cafierias internas de los equipos odontoldgitos los ejemplos
mas conocidos de microorganismos productores de enfermedadhlpreg®do en otros
paises se encuentrarheromoms spp., Legionella pneumophila (L. pneumophila)
Mycobacteriumspp., Vibrio spp., Campilobacterspp., Salmonellaspp., Staphilococcus
aureus (S.auregsy Pseudomomaspp. En el caso caso de R spp. (Amow et al, 1985;
Armon et al., 1997 Bensonet al, 1998; O Tooleet al, 1998;Cucarellaet al, 200) los
flagelos son los elementos morfoldégicos que permiten la adhesién y movilidad de estas
bacterias sobre la superficie metdlica de las cafierias, g@panacion a los consorcios
bacterianos ya formados. Su presencia en los ecosistemas acuaticos, induce a que cambien
las caracteristicas del medio ambiente y en esas condiciones podria congregarse otro
morfotipo bacteriano oportunistéGayarde et al, 1990; Merino et al, 2001). Esas
bacterias plancténicas 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 utiigdhbitualmente.
La L. pneumophilaes una bacteria que fue hallada en Espafia en el 68% de los equipos

odontoldgicos. En algunos casos agpdos $Htuot et al, 1997; Barbeau,2000, la
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poblacion excedio 81000 UFC/mI. Al ser su habitat de prefereratimnedio acuatico y

poder desarrollarse a temperaturas que oscilan entre los 30° C y los 40° C, podemos decir
que los ductos odontolégicos son medios ideales para su desarrollo. La importancia de su
deteccion radica que es la causante de un 90 % de s daseumonias queqreeren
hospitalizacior(Wadowskyet al.,1995.

Las bacterias del géneidycobacteriumspp. (M. spp) también son peligrosas en los
ambientes de salud. Bl. tuberculosisse transmite generalmente por via inhalatoria,
pudiendo quedasuspendida en el ambiente por periodos de 90 dias. Otra especie de facil
adhesion a las diferentes superficies sodlidas &8. @megmaticsEsta es una de las 60
especies deéMycobacterium que puede actuar como germen oportunista de los medios
hidricos. Qras variedades de este género que fueron encontradas en las unidades dentales
sonM. fluorescensiM. simiae, M. gordonea@Rechtet al, 2001).

El géneroVibrio spp (V. spp) ha sido hallado erdiversas regiones del mundo en napas

de agua corriente ataminadas por deshechos organicos, pudiendo de esta manera
transmitirse a las lineas de agua dentale¥. Eholereages la especie causante de célera,
provocando intensas diarreas sobre todo en nifios de entre 1 y 5 afios de edad, provocando
120.000 muees al afio en el rmdlo (Faruquet al, 1998.

1.3.2-Cairierias de los equipos odontolégicos, jeringas triples y turbinas.

La mayoria delos equipos odontolégicpgal como semenciond previamente,
poseen en su interior un circuito de cafierias generalmente metélicas que actian como
conductoras del agua corriente hacia diferentes dispositivos que poseamdizdes
dentales. Eestrecho diametro dad mismas y las curvaturagog angulos que describen
favorecenla retencion de sedimentodayformacion del biofilm(Shanonret al, 2000).El
sistema de agua de dichas unidades dentales puesl®ggen de muchas infecciones, ya

que por esta via puede circular una gran varieadicoorganismos planctonicos. La
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FDA en E.E.U.Uha estalecido que la carga maxima de bacterias aerdbicas, mesdfilas y
heteroétrofas en el agua de los aerosoles del equipo d@riabas triples y turbinas) para
los procedimientos no quirgicos pued ser de 200 UFC/miUphidades formaokas de
colonias por mililitro), mietras que el Cédigo Alimentariorgenting edablece que la
cantidadde bacterias mesofilas Gramsjtivas aerobiaso debe exceder las 500 UFC/mI
(Cadigo Alimentario Argentinad2007).
Es importante considerar queagua del equipo dental puede ser ingerida (al cargar los
vasos para enjuagues) o inhalada el pacienteen forma directa o de aerosol, a través de
las jeringas triple® turbinas. Por ese motia®e ha vinculado la presan de flora nasal
oportunista no habitual, en profesionales y peabauxiliar de odontologia, asociado a la
contaminacion del sistema de agua amtesicionado Ademas se ha demostradoe
ciertos dispositivos utilizados en la cavidad bucal del pacigntbinas, eyectores de
saliva y jeringas triplgs fueron contaminados por la flora presente eraladad bucal de
los pacientegWilliams et al, 1993;Charland et al, 1994;Wirthlin et al, 2003;Butler et
al., 2005).Por estas razones la ADA indigae aquellos consultorios que no establezcan
medidas para el control de la calidad del agua podrian tener conteos microbianos que
alcance 1.000.000 d UFC/ ml en ciertos sitios tal como las esids de los equipos
dentales.

1.3.3- Salivaderas dentales.
De acuerdo a lo descripto previamerdebido a su conexioncon diversas fuentes de
contaminacionlas salivaderas dentales pueden werdaderos habitats de consorcios
bacterianos que pueden ser portadores de infeccturante la atencion odontologidal
como se ha vistda naturaleza y caracterigt&c superficiales del sustratamplen un rol
fundamental en la formacion de un biofilRor lo tanto, en el caso de las salivadezage

los principales Ementos seencuentranla composicion y estructura superficial s
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materiaés de cofeccion de las mismas, que puede caracterizarse a tralealtlga dda
rugosidad (Ra)Podemos definir a esta ultima como a la alpn@mediodel conjunto de
irregularidadegjue 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 Materiald®64; Hinojosa et al, 2001,
Witehead et al, 2004). Normalmente, la acumulacion bacteriana comiermags zonas
mas irregulares del sustratsociadas frecuentemente a los elementos y a los métedos
higieneutilizados.
Otro factor a tener en cuen&s el formato de las salivaderasndles. Las esféricas
permiten un mayorarrastre de particulapor el flujo y baja retencion de fluidos
contaminados debido a que noresentan marcadas angulacionkas de uso mas
frecuente en los consultoriosamdolbégicos de nuestro pais ssalivadeas esféricas de)
acep inoxidable b) ceramica y cppalina.

1.3.3a) 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 dm diametro 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
dentaks El cromole confiere resistencia a la corrosion localizada que deteriora el material
y favorece la adhesion microbiana. Los aceros austeniticosegados para salivaderas
dentalesy para instrumental médico y odontoldgico, presentan la superficieiszague
la supeficie de los aceros ferriticoBenedettiet al, 2000; Kazemi Rezaet al, 200Q

Irvin et al, 2001, De Melloet al, 2006 Wozniaket al, 2006)
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1.3.3b) Salivaderas de ceramica.
Con el trascurso del tiempo, esta clase de salivaderas ha sido modificada en cuanto a su
formato y tamafio. En la actualidad se confeccionan con el formato universal antes
mencionado para lage acero inoxidable. La ceramide confeccidn para estdase de
lavabos,contiene como elemento base laillacblanca. La estructura de la ceramica
utilizada para la confeccion de salivaderas dentales leecenfiayor porosidad al sustrato
(Bernal et al, 2003. Otra particuhridad de este tipo de materiales la resistena al
agrietamiento o resquebrajamiento, como consecuencia de su coccidn a altas temperaturas.
Como estos materiales durante su coccion van sufriendo contracciones o variaciones en su
superficie, pueden predisponer la adhesion debkcterias con mayor diéidad. Para
ofrecerles brillo y disminuir la rugosidad se las sonzeten bafio de esmalte de titanio
(Rondénet al, 1997 Bernalet al 2003).

1.3.3c) Salivaderas de vidrio opabgalina).
En la atualidad 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 o0 mas 6xidos metdlicos. Los materiales vitreos en, gamera
caracterizan por no hallarse en estado soélido o liquido, sino que adoptan un estado vitreo.
El mismo se formaqr el endurecimiento de silice luego de fundirla. Estosnsenos
porosos que las cerdamicas. En el caso del vidrio opal, a la mezclicide lsario 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 someteun bafio de oxido de titanigleléndezMartinezet al., 2005).
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1.4- Problematicas de la contaminacion de los equipos odontoldgicos en la ciudad de
La Plata.

En la ciudad de La Plata losnsultorios odontolégicos 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 atformanel equipo odontolégic@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 im@ortes a la hora de evaluar el grado de contaminacion
microbiana de los elementos (salivaderas, turbinas, eyectores de saliva, jeringas triples,
etc), conlos que interactia el paciente, los profesionales y el personal auxiliar de la
odontologiaOtro de bs problemasle particulaimportanciaderivados de la fonacién del

biofilm en las salivaderas dentales la contaminacibrambiental La misma podria ser
causada polos deshechos que se elimindesde la salivadea hacia el sistema cloacal
provenientesdel enjuague y déos pacentes y cuando son higienizad@utler 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 contaminacién de los equipos odontaddgicos
trabajan con el agude red en la ciudad de La Plagiendo las salivaderas un elemento
donde confluyen tanto el agua que atraviesajeipe odontoldgico comta saliva de los
pacientes, se ha analizado particularmelateformacion de biopeliculasobre este
dispositiva Con este propdsito se han evaluado didgersos factores que podrian
contribur a dicho proceso entre ello& influenciaa) de la carga de microorganismos
proveniente déa fuente deagua potableh) del biofilm formado sobre lasafieriagle los

equipos odontolégicos, aje la carga microbiana presentel@ saliva de los paciented)
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de las caracteristicas fisico quinsicke las salivaderas y e) del periodo de exposicion del

material en los servicios de limpieza.
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2- OBJETIVOS.

2.1- General.
Estudiarcomparativamente la contaminacion microbiologicasdkvaderas dentales de
tres materiales diferentes (acero inoxidable, cerdmica y opalina).
2.2- Particulares.
1- Evaluar la infuencia sobre la formacion de biofilms en las salivaderas dentales de los
siguientes factores:
a La composicién y rugosidad de las salivaderas.
b- La carga microbiana del agua corriente que provee los equiptadedede 59 con
sultorios de dos regiones diferentes (Z1 y Z2) de la ciudad de La Plata.
c- La contaminacion deagua durante su recorrido por el equipo odontoldgico.
d- La carga micorbiana proveniente ldecavidadoucal de 50 pacientes snferme
dad periodontal en atencién odontoldgica en los consultorios evaluados.
e- El periodo que transcurre durante los servicios de limpeza de las salivaderas.
2- Analizar estadisticamente los resultados a fideterminar los factores que infen
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 andlisis de los sustratos.
Con el objeto de estudiam ladherencia de los microoongemos seseleccionaron,
preprararon y analizan sustratos provenientes de salivaderas dentales de distinta
composicion. Se selecionaron salivaderas en desuso tles materiales diferentes,
provenientes de consultorios de La Plata. Se cortaron trozos que fueron utilizados para los
ensayos tal como skescribe en la seccion siguiente.

3.11-Seleccion de las salivaderas.
Seseleccionaron 6 salivaderas dentales en desuso, 2 de acero inoxidable, 2 de ceramica y 2
de opalinaLos criterios de inclusiononsiderads fueron: que el periodo de ude las
salivaderas dentales haya sido entre 5 y 10 afios, que pertenecieran a equipos
odontoldgicos provistos con agua corriente, que las salivaderasedentaleran un
desague central, que $alida de agua corriente fuemetalica yque todas se hallaran en
condiciones de higiene semejant8g. excluyeron las salivaderas dentales que hubieran
pertenecido a conftorios odontologicos comrscasafluencia de pacientes.
Para realizar los diferentes estudios fisicos y quimilas 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 posterioratieate re
los cortes. Se f&cionaron para ello dos zand.a primera correspondiéa los bordes
externos(poco expuestoal fluido salival y al flujo de agua corriefteisando estaomo
muestra control. La segunda correspondié a paredes internas ceradaasrejillas de
desagule que tenian otras caracteristigpsrficiales(expuestas al flujo de agua corriente y

al fluido saliva), y sametidas a procesos de limpignas frecuentes y profundos.
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3.1.2 Preparacion yralisis de la superficide los susatos.

Se realiz6 un andlisis de la rugosidad de cada uno de los materiales con el propésito de
relacionar esta caracteristica fisica de lagratos inorganicos con lagible adhsion de
microorganismos sobre los mism&sara 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 (aceidable,cerami@ y opalina)
enlas dos zonas indicadas previameli@des externos paredes internas cercanas a las
rejillas de desagie de las salivaderas dentales. Las dimensiones de los cortes fuéron 1 cm
de base, por no mas de 0,5 dmaltura Para realizar los ctes se utilizaron piedras de
diamante y cortadora eléctrica marca Rems, perteneciente a la Facultad Regional
Tecnoldgica de la Universidadegionalde La Plat URTULP). Dichos sustratos fueron
lavados con un equipo de ultrasonido marcaithitie 40 W dante 10 minutos, para la
eliminacién 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 analisis.

3.1.2b) Andlisis de la sperfide.
Se analiz6 la ruggddad de cada uno de los cortas un rugosimetro marca Hommel
TesterT 1000, perteneciente al Servcde Investigacion BIOMAT de laUniversidad
Regional de La Plata. Dicho equipsgistra lawgosidad con una precisionde@ . 0 1 & m
El parametro utilizadopara cuantificar la rugosidad fue el parametro propgie la
distribucion estadistica de alturas delfipeo superficie bajo andlisis,la alturade la
rugosidad (Ra), medida n ¢ nes el Bramedio aritmético de los vaeabsdutos 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 muestre¢gmedida en mm) y x: corresponddas medidas a partir de la
linea cetral (en um).

La férmula utilizada para el calautle Ra: I

Ra= 1U/y/xd/
Lm

y
Cresta /\ /\/\/\ /\/\
Linea central
(Lm) Y

Valle /

L|

Figura 3.1- Rugosidad ppmedio. L: distancia de la muestrg
analizada, Lm: linea media, x. medidas a partir de la lineg

Se tomaron ademasnicrofotografiascon un Microscopio Electronico dedrido (MEB)
marca Philips modelo 500, con detector de membrana ultrafina, perteneciente al Servicio
de Microscopia Electréonica del CINDECACentro de Investigacioly Desarrollo en
Ciencias Aplicadgsy en el caso del ao®inoxidable también se utiliz6 el microscopie
AFM del INIFTA (Instituto delnvestgaciones Fisicagmicas y Aplicadas).

3.1.3 Andlisis de laugosidad poMicroscopia dd-uerza Adbmica(AFM)
Para el analisis de la rugosidad del acero inoxidablatfiisado un microscopio déuerza
Atémica marca AFM Nanoscope Il a Digital Instruments, perteneciente al Depatta

de Microscopia del INIFTASe midi6 unarea de 75 ¥5 um® 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 Andlisis de la composicion de los sustratos.
Se realip el analisis de la composicion quimica de los sustratos con el fin de comprobar la
influencia de la misma sobre la adherencia de las bactét@s el estudiade la
composicién quimica de las muestras ldes salivaderas denéase realizaron lopasos
siguientes Se obtuvieron 16 cortede cadatipo de salivaderas dentale8, cortes
pertenecieron a bordes externos y 8 cortes correspondieron a las paredes int@mas cer
a las rejillas de desagii€adauno de ellos fue lavado por ultrasonido (consduiltam
3.22.a) y secado con papel absorbente a temperatubia @

3.1.4a) AndlisisEDAX.

Se analizé la composiciéguimica semicuantitiva de cada uno de los materiales
mediante EBX (Energy Disperse X ray malisis) (ver item 3.2.2b). En este caso se
analizéla composicion superficial del material hasta una profundidad aproximada de 1um
los resultadosle la composicidmle los sustratose detallan en laBablas 3.1y 3.2, y en

lasFiguras 3.23.4.
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Tabla 3.1-Composicion dedcero inoxidable obtenida por anélisis EDAX.

Componentes Peso en % (W) Peso en % (W)
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 deero inoxidabledel borde externo de una salivadera

Corte 2:corresponde a un corte deero inoxidablele la pared intern@roxima al desagtie

de una salivadera

Cono se observa en [Babla 3.1y en las Figuras 3.2ay 3.2b 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 inoxidedbferritico.
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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 3.2a- AndlisisEDAX de la composicion de worte deaceroinoxidabledel borde
externode unasalivadera dentalLos elementosncontrados fueron: Fe: hien@r: cromo,
O: oxigeng@Si: silicio, Al: aluminioy Na: sodio

EX2007VACEROZ.5pc
Label A: acero?

2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00

Figura 3.2b- Andlisis EDAX de la composicion de un cortke acero inoxidablede la
pared interngoroxima al desagie de ansalivadera dentalLos elementogegistados
fueron: Fehierro, Cr: cromo, O: oxigeno, Si: silicio, Al: aluminio y Na: sodio
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Tabla 3.2Composicion de la ceramiaabtenidapor analisis EDAX.

Componentes | Peso en % (Wt| Peso en % (Wt
corte 1 corte 2
Silicio 64,85 73,31
Oxigeno 16,23 16,39
Aluminio 1.77 3.91
Calcio 4,99 2,26
Sodio 3,57 191
Potasio 2,59 1.22
Total 100 100

Corte l:corresponde a un corte deramicadel borde externaleuna salivadera dental
Corte 2:corresponde an corte deceramicade lapared internaproxima al desagé de
una salivadera

Tal como muestra |&abla 3.2 y las Figuras 3.3.a y 3.3 los resultadogde la

composicidon de la ceramiadbtenidos por sistema EDAXieron en orden creciente de %

potasio < sodio < calcio < aluminio < oxigeno < silicio.
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EA2007\CERAM1.5pc
Label A: ceram1

Au

Al

N
0 al Ca

K

1.00 2.00 3.00 4.00 %00 6&.00 7.00 8.00 9.00

Figura 3.3.a- Andlisis EDAX de la composicién daun corte deceramica del borde
externo de una salivadedartal. Los elementos registrados fuer@i: silicio, O: oxigeno,
Al: aluminio, Ca: calcio, Na: sodio, K: potasio).

EX2007\CERAM?Z. spc
Label A: ceram?

&

. . . T TR . .
200 400 &.00 8.00 10,00 12.00 1400 16.00

Figura 3.3.b- Analisis EDAX de la composicién deun corte deceramica de lpaed
internaproxima al desagige una salivaderdental Los elementos registrados fuer¢®i:
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 l:corresponde an corte depalinadel borde externde una salivadera

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

Corte 2:corresponde an corte deopalina dela paredinterna préxima atlesgiie de una

salivadera
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EXAZ007VOPAL1.spc
Label A: opall

Si

5 alt " b o
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.0010.0011.00

Figura 3.4.a-AnalisisEDAX dela composicién dein corte deopalina del borde externo
de una salivaderdental Los elementos registrados fuerdsi: silicio, O: oxigeno, C:
carbono, N: nitrégeno, Ca: calcio, Na: sodio, Al: aluminio, Mg: magnesio)

EAZ007AOPALZ.spe
Label A: opal2

Si

T ORI EE P NEN R
1.00 2.00 3.00 A.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.0070.0011.00

Figura 3.4.b-AnalisisEDAX de la composicién den cortede opalina dela pared interna
de una salivadera denté®i: silicio, O: oxigeno, C: carbono, N: migeno, Ca: calcio, Na:
sodio, Al: Aluminio, Mg: magnesio).
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Los resultados obtenidos pdEDAX de la composicion de la opalina en ambos cortes de
las salivaderas dentalee muestraren laTabla 3.3y en lasFiguras 3.4ay 3.4b. Se
observa el siguienterdendecreciente de %silicio > oxigeno > carbono nitrégeno >
calcio > sodio >aluminio >magnem.

3.1.4.b)Analisis quimico.
Posteriormente se realiz6 un estudio cuantitativia d®@mposicion del acero inoxidable y
la opalina disolviendo los sustratos en soluciones adigtasl caso del acero inoxidable se
realizo la disoluciénde 4 gramos del materiglpr accion del calor y acido nitrico al 3%.
Se empled una campana con tiraje exterior para la eliminacion de los geses.t
Posteriormente se realizé el andlisis quimico de la soluciBste método permitio
comprobar que el aco utilizado para este trabaoaacero del tipo ferriticaoincidiendo
con la determinacién realizagar EDAX, los elementos analizades indican en |dabla

3.4
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Tabla 3.4 Componentes delcero inoxidable

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

Para el estudio des componentes de la opalif@vidrio opal) se utilizé el método de
disolucién por accion del acido sulfurico al 2#gjo campana con tiraje al exterior.
Posteriormente se realiz6 el andlisis quimico de dicha solacibavés del mismose
encontré ge los elementos constituyentes del vidrio opal utilizado para este trabajo eran
los indicados en l&abla 3.5.

Sin embargo, por este método, no pudo llevarse a cabo el analisis de la ceramica debido a
que la misma posee una capa de esmalte que residibdifseparar del elemento base.

Por ese motivo, fue sometidmicamente akstudiosemi cuanttativo EDAX descripto

anteriormente.
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Tabla 3.5 Componentes de la opalinhtenida a través de analisis quimico

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

El resultado del andlisis de los componentes mediante soluciones acidas para el acero
inoxidablemostré resultados similaresl@s obtenidos mediant&DAX. Lasdiferencia

observadas se daba que el andlisis EDAX se lleva a cabo solo a réuglef i ci a l (ler
de profundidad), mientras que el analisis quimico contempla la composicion del material
masivo. En el caso de la opalira silicio es el elementobase del material.

El calcio fue hallado bajo la forma de borosilicatopgr ese motivo se det® en

proporcion mayor esl andlisis quimico que e el analigEDAX.

3.1.4.9 Andlisis de la composicion de la ceramica pofr@gcion de rayos
X (DRX)

Fueron analizados los componentes de la cerdmica en su fase vitrea nuedgstiema
de difracci-n de rayos X, utilizando un eq

(Cu) y filtro de niquel (Ni) a 40 nR20mA.
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Figura 3.5- Registro de la fase vitrea de la ceramica de una salivdeletal.
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Figura 3.6-Analisis de los elementos de la ceramica por difraccion de rayos X

El difractograma de l&igura 3.5 muestra la composicion de la muestra que contiene

basicamente una fasérea y dos compuestosiulita (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 salivadsrdentales en estudio, siendo los mismos: mulita y cuarzo.
Fue hallado hierro bajo la forma de carbonato de h(eéFrQ; (OH) 12 (CO)g) y calcio bajo

la forma de sulfato de calcio y agua (Ca,SEH,0).

3.2- Andlisis de las distintas fuentes de contaimacion de las salivaderas.

Se realiz6 el analisis microbiolégicen distintos sitios del equipo odontoldgico para
evaluar el grado de contaminaci@®e analiz6 la carga otbbiara tomando muestradel

agua de ingreso al equiplBigura 3.7 (a), asi como del agua de egreso de las Sidinas,

Figura 3.7 (b), debido a las posibles modificacior@®ducidas durante el recorrigor el

equipo. Debe tenerse en cuenta que laactensticas del agua corriente pueden vadiar
acuerdo a la fuente primai{dl y Z2) y dependede diversos factores como el tratamiento

de potabilizacion, del material de las cafierias, del transporte domiciliario, de los equipos
odontoldgicos, etc. Pmtra parte la carga microbiana puede variar en el interior del equipo
de acuerdo a las condiciones de las cafierias y mangueras deFigacio3.8- (c, f, h).

La otra fuente de contaminacion analizada fue la saliva de los pacientes atendidos en los
cormsultorios.

Por otra parte, se analizaron los biofilms formados en las cafierias métigicas 3.7y

3.8 () de salida del aguhacia las salivaderas dentalese evalud la adhesion dies
microorganismosobre cortes de salivaderas cobims sobre saladeras similares en la

zona proxima al desagiyeen los bordes externoBiguras 3.7y 3.8 ey d).

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

biofilms. En laFigura 3.9 se muestracon mas detalle los purgtode salida de agua
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corriente (a), la salida de agua hacia las salivadeflas y los puntos dedonde se
obtuvieron los cortes de Idsordes extanos de las salivaderagl) y zona cercana al

desague(e). En la Figura 3.8 se muestran ademas otros companatde equipo

odontol6gico(manguerash(), eyector de salivd), jeringa triple ¢)).

Figura 3.7- Fotografia de una salivadera y anexos pediemte al Hospital &uela de la
Facultad de Odontologia de La Pl@fO.L.P.), de la Universidadacional de La Plata
U.N.L.P. (Atencionde las autoridades de la mencionada Institupena la realizacion de
esta tesis)

Sitios de extracdn de las muestraa: canilla del consultorio con agua de ingreso a los
equipos odntoldgicosb: canilla por donde circula el agua de egreso hacialamderas,

c: cafieria metélicad: borde externo de la salivadera dengalpared interna proxima al
desague de la salivadera.
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3.2.1 Andlisis microbiolégico de microorganismospttonicos.
Como semenciond previamente se analizaron lzacterias planctonicas pertenecientes a:
a) agua de ingreso al equipo odontoldgico, b) agua de egreso hacihvdaesss y c) a la

saliva de los pacientes.

Figura 3.8 Fotografia de un consultorio odontolégico donde se indican los conductos y
otros anexos por donde circula y egresa el agua corriente hacia las saliadeidade

la cafieria donde sealz6 el raspado para la obtencién de las muestrasfieria metalica

por dondeegresa el aguaacia las salivaderag: borde externo de la salivadera,eyector

de salivag: jeringa triple,h: mangueras por donde circula el aire y agua del equipaldent
(Atencién ddas autoridades de la F.O.L.P. para la realizacion del trabajo).

38



Sitios donde se tomaron las muestras
anexos del equipo dental

Fig. 3.9 Diferentes sitiogde obtencion de material para el andlisis de migatsmos
plancténicos y séis; a: canilla deagua de ingreso a los egas odontolégicogtoma de
muestra de microorganismos plancténicds) agua que egresa por la canilla de la
salivadera(toma de muestra de microorganismos planctoniaosdafieria metalica con
salida hacia lsalivadergtoma de muestra de microorganismos sesite)orde externo
de la salivader@oma de muestra de microorganismos séesiegared interna préoximal
desaglgtoma de muestra de miroorganismos sésilgs)eringa triple, h: cafieriasy/o
margueras del equipo dental

3.2.1a) Andlisis microbioldgico del agua de ingreso a los equipos
odontoldgicos.

Se trabajo con mestras del agua corriergqae ingresaba 29 consultorios odontologicos
pertenecientes al radio comprendido entre las calleg 27, 51 y 66, de la ciudad de La
Plata(Z1). Estos consultorios reciben agua corriente potable de la cisterna perteneciente al

Parque Savedra de la ciudad de La Rla
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Otro grypo de muestras correspondié ac®dsultorios ubicados entre las calles 1y 13, 44
y 60, de la ciudad de La Platd2). Los mismos, poseen como fuente de abastecimiento
agua corriente potable del tanque central dedPluarta de la ciudad de Rlata.
Pararealizardicho estudipde cada uno de los consultorios igEolectarormuestras de
100 ml delagua que fluia desdkas canillas (como muestrafégura 3.9.d). Se utilizaron
frasca estéries con tapones de gomeascartando el primer chorpara evitar la presencia
de bacterias acumuladas en las cdesanenlas canillasAntes detomar cada una de las
muestrase flamearon los bordes de los frascos y de laflasaobn un mechero Bunsen,
paraevitar contaminaciones ambientalextrafias ahgua a analizarSe sembré en los
siguientes medios de cultivo: i) Agdiquido Mac Conckey para la sérvacion de
entrerobacterias,)iien medio sélido gar sangral 5% para la observacién de badcisr
planctonicas hemoliticas y )iien medio solido Agr Melitado de Saboreaud para la
observacién de hongos planctonicos.

i- Se inocul61 ml de cada muestra emedio de cultivo
liguido Aga Mac Conckey(ver item3.2.2 a). Las siembras se realizaron por dilucion, en

tubos de ensayo con campanitagtiaun. Dichas campanitas son pequefios tdeogdrio

gue 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 realizarocontroles periédicos de pureza mediante plagueos en medio
liquido, y observaciones microscopicas dinciones de Gram (véem3.7.1).

Se realiz6 el recuento de unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml), teniendo

en cuenta los valores abtecidos por el Cédigo Alimentario Argentino.

i.i- Se inocul6 1 mide las muestras anteriormente mencionatas
Agar Sangreal 5% (consultar item3.2.2b). Se sembrarompor estria con espatula de

Drigalsky,en cdpsids de Petri conteniencdioedio & cultivo Agar ingrey seincubaron a
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37° C durante 4Boras en condiciones de aerobiosis. Se realizaron plaqueos para controles
periodicos de pureza y observaciones por mioqisc Optica con ticion de Gram
(consultar item 3.7)1

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

i.i.i- Se realizaron las siembras para la observadénhongos
plancbnicos inoculandd. ml de la muestranencionada en item, en medio de cultivo
sélido Agar Melitado de Sabeaud Las placas fueromcubada a temperatura abmente
durante 1 seman&osteriormente, se realizo la observacion macroscopica de los cultivos
para el reconocimiento de las colonias y la coldrade Gueguen(item 3.7.2)para su
observacién yrecuent de las UFC/ml en microscopio optico.

3.2.1b) Andlisis microbiolégico del agua de egrestas salivaderas
Se procedio de la misma forma que en el i8&Ml.q tomando la nmuestras del agua de
egreso(Figura 3.7.by 3.9.b). Los procedimientos que se llevaron a cabo para su analisis
microbioldgico y microscoépico fueron los mismos que los correspondientes ad.item

3.2.1c) Analisis microbiologico de la saliva de los paciente
Para realizar este estudio se utilizaron muestras de saliva de pacientes sin enfermedad
periodontal, asistidos odontolégicamente en los consultorios pertenecidasgsg@ones
descriptas anteriormente 2%/ Z2).
Se obtuvieron 50 muestras en total, correspondiendo 25 muestras a pacientes agistido
los consultorios de ZZy las otras 25 muestras a pacientes assséddos consultorios de
Z 2. El volumen de cadana delas nuestras fue de 2 mlLas mismas se recolectaron en
tubos de ensayo con tapones de algodon estériles, flameando previamente las bocas de
cadauno de los tubos. Se inoculé 1 nde cada unale las muestras en Agar Mitis

Salivarius solido, para observar elsdeollo de losestreptococosrales 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 asrobiosisFigura 3.10 (item 3.2.2g). Se realizaron controles

periodicos de pwza mediantplaqueos en medio kdo y observaciones por igroscopa
Electronica de Transmisiofitem 3.4.1). El conteo de UFC/ml se realiadtilizando un
microscopio optic@dlympusmodelo BX 51 placa de Frost y la coloracion de Gram.
3.2.2 Composicion y preparaaidde los medios de cultivo.
Los medios de cultivo utilizados fueron:Axjar liquidoMac Corckey paraaislamiento de
enterebacteriad) Agar singre para bacterias hemoliticas Agar Melitado de Saboreaud
para hongas Para los microorganismos anaerobm®venientes de la saliva de los
pacientes sin enfermedad periodonsal,utilizé jarra de anaerasis y medio de cultivo
sélido Agar Mitis Salivariugara aislaestreptococos orales

3.2.23a) Medio de cultivdiquido Mac Corckey.

El medio de cultivo sélidégar Mac Corkey marcaVlerck es especifico paislaniento

de enterobacteriasuS componentgsor litro son:

Taurocolato dsodio 50
Lactosa 10g
Cloruro de sodio 59
Peptona 209
Agua destilada 1000 ml
Bacto Rojo Neutro 10 mi

Preparacion A 1 litro de agua destiladeeagregan 53 de taurocolato de sodio, 10dg
lactosa, 5 gde cloruro de sodio Y20 g de peptonaSe cdienta hastaque hierva y se
disuelvan completamente los component&e filtra con papebe filtro. La reaccion se
ajusta a upH de 7,4 e inmdiatamente se afiaden 10 ml de una solucién acudssctigojo
neutro al 1 %.Se distribuye el medio en tubos de ensayo con tubitos Durham de fer

mentacion cada un&e esteriliza erautoclavedurantel5 minutos a 121°CEl medio
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seconserva eta heladera (Rey Millares, 1960).

3.2.2b) Medio de cultivo Agar sangre.

El medo Agar sangral 5 %se emplea para el cultivo de bacteriaar®positivas (+) y Gram

negativas{). Se utilizd6 urmedio de culvo sélido marca Meik, cuyos componentes por

litro son:
Clorurode sodio 69
Agar nutritivo 109
Agua destilada 900tm
Sangre de carnero al 5% C.S.

PreparaciénSe mezclan lomgredientes y se disuelven completameirieque hierva el

medo. Se esteriliza en autoclawe 120 °C, durante 15 minutos y se deja enfriar esgeC.

En esas condiciones s#ade la sangre de carnero al 5%, se mezcla por agitaciovigrise

en capsulas de Pet8e deja solidificar por enfriamiento y se conservan en heladera hasta no
mas de 15 dias (Rey Millares, 1960).

3.2.2c) Medio de cultivo gar Melitado de Saboreaud

El medo de ailtivo Agar Melitado de Saboreaud marca llees especifico para ssembra
y desarrollo de los hongos. Los componentes para 1 litro son los siguientes:
Peptona 2049
Agar 2049
Miel de abejas 80¢g
Agua destilada  1.000 cnd
PreparacionEn un frasco Erlenmeyer se mezcjacalientar20 g de peptona y 20de agar
enllitro de aguadestilada. Ates de qué& mezcla entre en hervor, se le aie8i@ g de miel

de abg@s ® disuelven bien todos los compoites. Se deja entibiar y se esteriliza en autoclave

a 120 °Cdurarte 15 minuos. Se conserva en la heladera (Rey Millares, 1960).

43



3.2.2d) Medio de cultivo Agar Mitis&@ivarius.

El medio de culvo sdélido y liquido Agar Mitis 8livarius marca Britanias especifico para

el cultivo de los estreptococos orales, pero con el agregatEud@go de potasioy el uso

de la jarra de anaerobiosigpermite el desarrollodel Streptococcumuans siendo estda

especiemas dificil de cultivar. Sus componentepor litro son:

Agar 20
Dextrosa 0,689
Fosfato dipotasico 2,42
Proteasa peptona 2549

Azul Tripan 0,03¢5
Cristal violeta 0,0004

PreparacionSe disuelven todos los ingredientes del metidl litrode agua destilada. Se

mezclan bien y se cologaa bafio de Maria, se deja entitghpreparady se le adicioa 2

ml de telurito de potasifitem3.2.2€), se esteriliza en autoclave a 120y°€e conserva en

la heladera (van Ruyvest al; 2000).

3.2.2¢) Telurito de potasio
El telurito de potasio as inhibidor de difterales.Para lgpreparaciorde la soluan
gue se agrega al Agar Mitis Salivaraeesdisuelve 1 de telurito de potasien 100 mli
de agua destilada y se conserva en la heladera.
3.2.2f) Composicion de la saliva artificial NAF
Se utilizé saliva marca NAF para el transporte y para mantener la viabilidad de los

microorganismos sésiles obtersda partir de los cortes de los tres materiales de las

salivadeas dentales. Los elementpse la componen paf®0 ml son los siguientes:

Hidroxipropil- metil- celulosa 1g

Solucién xilitol al 70% 1,39

Cloruro de potasio 0,1g

Cloruro de sodio 01lg

Fluoruro de sodio Mg (2ppm)
Cloruro de magnesio 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 (segitara et al, 2007).

3.2.2g) Técnica de siembra en anaerobiosis.
Para realizar las siembras por anaerobiosis se utilizaron jarras especificas paradal fin.
jarra de anaerobiosis marca Oxoid utilizada consta de un soporte para placas incluido en
una cubeta transparente herméti{€agura 3.10). Las placas dePdri con Agar Mitis
Salivarius y las siembras se colocaron en el interior de la jarra sobre gles@ato con
un sobre comeral abierb. Dicho sobre marca Oxoigd contiene una pastilla de
borohidrato sédico y otra de bicarbonatddico y acido citrico, mas un catalizador de
paladio, de forma de crear una atmoésfera de anaerobiosis. Se agregd aghee,a
provocando la reaccion del bicarbonato sddico, acido citrico y borohidrato sédico. Esta
reaccion permitié laeduccion de oxigeno y léberacion de hidrogendara confirmar la
anaerobiosis en el interior de la jarra, se colocé un papel indigadocontenia azul de
metileno. El papel vir6 al blanco indicando que se habian creado las condiciones de

anaerobiosis.

45



Hee s e e RS e

Fig.3.10 Jarra de anaerobiosis (la flecha verde indismbrecon elcatalizador, la flecha
negra sefiala acapsulas de Petri con losltivosy la flecha roja muestra elanometro
gue midda presion.

3.3- Conteo de UFC/mly UFC/cm? delos microorganismos plancténicos y sésiles

Tal como se describipreviamente @ este trabaj se realizarortontes de UFC/ml de
microorganismos plancténicos (bacterias y hongos) provenientes del agua de ingreso a los
equipos odontoldgicos, agua de egreso hacia las salivaderagslentapondientes a las

Z1 y Z2 vy de la saliva de los pacientes asistidos en los consultorios de ambas zonas.
También se realiz6 el conteo de microorganismos sésiles adheridos a las cafierias metalicas
con salida hacia lasakvaderas dentales d&€l1 y Z2, yd e | bi ofilinwmif oobmad
sobre los cortes de las salivaderas dentales de acero inoxidable, cerdmica y opalina
colocados en los consattos seleccionadadeZ1 y Z2, conperiod® de exposicion de 24

hy 64 horas.
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Los métodos empleados y calculodizz@los en cada caso se describen a continuacion.

3.3.2 Conteo de UFC/mI déas bacterias planctonicas provenientes aglia de
ingresode los equipos odontolégicos.

La determinaién dé nimero delas UFC/mlde bacteriahiemoliticasGram positivas y
Gram negativase realizésobreplacas de 8ar sangreal 5%incubadas a 37°C durante 48
horas, utilizando un microscopio Optico. Paléo se colocé una placa de Frost (de
celuloide, cuadriculada), debajo de la cipsula de Petri con los respeniltivos. En
todos los casos fueron contados como minimo 15 campos (N). Una vez cdatadas
UFC/ml & aplico la siguiente formula:

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

Y: Numero promedio de bacterias contadas sobre cuadrados de 6;,ZBcmiimero de
cuadradosncluidos erl cnt total que delimita la placa de Frodt; nimero de cuadrados
de 0,25 cr incluidos en los cuadrados de 1%c10: corresponel a la dilucién realizada
durante la siembra.

3.3.2 Conteo de UFC/mI déas bacterias planctdnicas provenientes aglia de
egresdacia las salivaderas dentales.

Para obtener el nimero de UFC/ml de bacterias planctdnicas del agua déhagjiaesas
salivaderas dentalsg aplico el mismo método explicado en el item 3.3.1

3.3.3 Conteo deUFC/ml de loshongos planctonicos prowientes delagua de
egreso de salidaacia las salivaderas dentales.

Se utilizaron placas con medio de cultivo Agaelithdo de Saboreaudla placa déd-rost,
se enumerarolos hongos que se hallaron dentro de los cuadrados méas gracdés Qe
considerarortomo minimo 15 campoka formula aplicada fue la siguiente:

N° de UFC/mk Y.1.28.10

Y: nimero promedio de hongosntados en 1 cm

1: corresponde a la medida de los cuadrados méas grandes 8estlme los que se realizé

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

3.3.4 Conteo daJFC/ml de lasbacerias plancténicas provenientes de la saliva de
los pacientes.

Para el conteo de la unidades formadoras de colonias de las bacterias planct&aiozs de

(de los pacientes sin enfermedad periodontal seleccionados en los consultorios de Z1 y Z2)
se utilizaron las siembras) medio sélido de Agar MitisaBvarius la placade Frosty el
microscopio 6pticoEl conteo de los estreptococos orales skziede igual forma ge el
explicado en el item 3.3.1

3.3.5 Conteo deJFC/cnf de las bacterias sésiles provenientes denmstrasie
lascafnerias metalicas cosalida hacia las salivaderas dentales.

En este caso el nimero de colonias formadas esta referida a la sujgefidiecm de
donde provinieron las bacterias sésiles siendo la férmutzadplla siguiente:
UFC=Y. 10.28
Y: niumeropromedio de bacterias contadas los cultivos con Agar sangre al 5 %.
28: nimero de cuadrados de 1°ciue hay dentro de la capsula de Petri.
10: corresponde a la dilucion realizada.
Las UFC obtenidas apé#indo la férmula mencionada corresponde a un area de raspado de
superficie de 0,4 cf

3.3.6 Conteo ddas UFC/cm de loshongos sésiles provenientesla® muestras de
las cafierias metalicas con saldaialas salivaderas dentales.

Fue utilizado el mismo procedimiento y la me férmula que en el item 3.3.5, utilizando

el medio de cultivo Agar Melitdo de Saboreaud.
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3.3.7 Conteo deUFC/cnf de lasbacterias sésiles provenientes tes cortes de
aceroinoxidable,cerdmica 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:

UFClcnf =Y. 4.28.10

Y: nimero promedi®JFC/cnf delasbacteria contadagn el medio Agar sangre al 5 %y

Agar Mitis Salivariussobre cuadrados de 0,25%r@8: nimero de cuadradastales, del

cn? que delimita la placa de Frost, 4: nimero de cuadrados de 02fuenestan
incluidos en los cuadrados de 1%c&0: corresponde a las diluciones realizadas durante la
siembra.

3.3.8 Conteo daJFC/cnt de loshongossésilesprovenientes dis cortes de acero
inoxidable, ceAmica 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 férmula:

N=X. 1.28. 10

X: nimeropromedio de UF@h? delos hongos contadasn el medio de Agar Melitado de
Saboreaudsobre cuadrados de 1 §ni: cuadrados de 1 émde la placa de Frost, 28:
namero de cuadradowtales, 10: corresponde a las diluciameealizadas durante la

siembra.

3.4-Técnicas micrascopicaspara la observacion de microorganismoglancténicos y
sésiles.

3.4.1- Pretratamiento para la observacion phelicrosamopia Electronica de
Transmsion (MET).

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

corriente de ingresa los equipos odontajicos de egresdelas salivaderas dentalgsle
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la saliva de los pacientede Z1 y Z2 (Figuras 3.7y 3.9) a través de MEBe llevo a cabo
mediante el procedimiento descripto a continuacion:

El volumen de las muestras de agua de ingreso y egreso fue de 106l dd,lgsaliva de

los pacientes fue derfll. Se centrifugd 1 ml de cadaa de las muestras en una centrifuga
marca Preovaa 1200 r.p.m y los precipitados obtenidesfiaron con glutaraldehadal

2% durante 2 horas, y posteriormente con tetroxido de osnmil@oalcomo segundo
fijador, durante una hor&eguidamenteab muestras se deshidrataron con alcohol etilico
en escala creciente de concentraciiastallegar al alcohol etilico 100%20steriormente
cada una de ellas fue colocada en un taco y embebi@dsian epoxiDe cada muestraes
obtuvieron 10 cortes de 90rude cada unatilizando unmicrétomo. Los mismos fueron
tratados con acetato de uranilo y citrato de plomo para transformarlos en conducseres.
muestras se colocaron en soportes meslparaser observadas en MEfarca JEM EX

Il (JEOL), perteneciente al Servicio de Microscopia Electrénica de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidddhcional de La Plata.

3.4.2- Pretratamiento para la observacion pbicroscopia Electrénica dBarrido
(MEB) de microorganismos planctonicos.

Para la observacion de las bacterias plancténicas provenientes del aguasie angs
consultorios odontolégicos y de agua de egreso de laadalas dentald§iguras 3.8y

3.9 por Microscopia Electronica deaBido (MEB) se llevaron a cabo los pasos descriptos

a continuacion:

Se tomaron muestras de 100 ml de agua corrientegileso a los equipos odontoldgicos y

100 ml de agua de egreso de lasvaderas dentalesle las 4 y Z2. Se coloc6é 1 ml de

cada una de las muestras en un filtro de membrana de colodion de 1 cm de diametro. A
cada una de las muestras se le inoculé @lerglutaraldehido diluido al 2% como fijador,
durante 30 minutos, repitiendo la operacidn tres veces conseclRivsteriormente se

deshidrataron las muestras de cada uno de los filtros utilizando alcohol etilico en
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concentraciones crecientes, tal con® explicd en el item anterior, dejandolo actuar
durante 5 minutos. La operacion se repitid tres veces consecutivas, con cada una de las
concentracionesLos filtros fueron colocados en tubos Bgerf estériles para ser
sometidos al secado por el sisteragpdnb critica

3.4.2a) 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 laacetonade las muestrapor diéxido de carbono, y luego someterlo a una
temperatura mas alla de la temperatura critica del dioxido de carbono, con el fin de
eliminarlo como vapor. Esta técnica evita que se produzca la deformacion de la interfase
liquido-vapor, y que las tensiones superficiales ocasionen deformaciones en las células.
Los misma fueron transportados en lagos Ependorfpara realizar la observacion en
MEB marca Philips 500 perteneciente al Servicio de ®dicopia Electronica del
CINDECA.

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

La fijacién, deshidrat@dn y secado por punto critico de las muestras, fue realizado tal
comose explica en los items 3.4.23y4.2.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.

3.4.4Técnica de observacion y conteo de microorganismos sésiles grashbtipia
por epifluorescencia.

Para el analisis microbiologico del congorproveniente de los biofilms formados sobre
los cortes de ceramica, acero inoxidable y opalina, se utiliz6 un microscopio Optico
Olympus con sistema de epifluorescencia, perteneciente al INIFTA (Instituto de
Investigacion en Fisica, Quimica, TécnicaAplicada). Se reflejd con una lampara 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 seri®INB2-DM500, (U: universal, M: unidad de
espejo, N: anchura de banda).

Una vez obtenid el material del biofilm de los cortes de acero inoxidable, ceramica y
opalina, se procedio a la tincién 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
secaon a temperatura ambiente y se observaron bajo la luz azul con un sistema de
epifluorescencia OLYMPUS THS3, utilizando un aumento de 40 X. Los ensayos se

repitieron tres veces.

3.5 Analisis microbioldgicodelos biofilm s formados sobre cortescolocalos
sobre salivaderas dentales.

Con el prop-sito de realizar un estudio
saliva y del agua corriente de egreso lae caferias metalicas de las salivaderas se
utilizaron cortes de salivaderas de los tres materiales. Para elloasenlawabo los pasos
que se desdrren a continuacidn

Se obtuvieon 118 cortes en total de las paredes internas proximas al desagie de
salivaderas dentales de los tres materiales. De los cudlesprtes correspondieron al
aceroinoxidable,40 cortes a la ceramica y 38 cortes a la opalitilzando 20 de acero
inoxidable y cerdmica respectivamente y 19 de opalina, para cadzocadaos sustratos

de cada materiafueron colocados sobre las paredesriras proximas allesagiie de las
salivaderas dentalesldaismo material

3.5.1- Analisis de Ia bacterias provenientes dies biofilms formadossobrelos
cortes ddassalivaderaslentalesuego de 24horas de exposicion.

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

fueran arrastrados por el agua corriere. hizo salivar a los pacientes en atencion
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odontobgica durante las prestacionesos mismosse enjuagaron la cavidad bucal
Gnicamentecon agua corriente

Se higienizaron las sahderas dentales entre paciente y paciente dejando correr el agua
corriente a través de los tubos metalicos durante 1 mibasocortes fueron retiradas

dia siguienteluegode 24horas de exposiciorantes de la atencién tleconsultorio.
Posteriormete fueron transportados en frascos dielrio con saliva NAF(item 3.2.2.9)

tapados con tapones de algodon estéril. EI material biolégico se proceso dentro de las 24
horas de obtenidas las muestras.

Los 59 cortes de cada zorfaeron raspdos con un ansa paobterer la muestra del
material adhedo en cada corteLuego se diluyé la misma en 10 ml de medio de cultivo

Agar Mitis salivarius liquido. Posteriormente se inoculé 1 el capsulas de Petri con
medio solido dedgar Mitis Salivariug(de acuerdo aitem3.2.2.d). Las placas de Petri se

colocaron en el interior de la jarra de armbiosis (ver itenB8.2.2g y Figura 3.10) y la
mismase llevo a la estufa de cultivo a 37° C durante 24 horas.
Otra parte del material obtenido a partir de las 59 muesgasionadas anteriormente fue

diluido en 10 ml de agua estér8e inoculd6 1 ml de dicha diluciG@n medio de cultivo
liguido Agar Mac Cowkey (como fue explicado en el iten3.2.2a). Poseriormente se

observé la posible fermentacion producida en el iltede los tubos Durham y el viraje
de color del medio de cultivo. También se reaézéonteo de las unidades formadoras de
colonias de los microorganismos sésiditizando un microscopio Optico con sistema de
epifluorescencia (consultar ite4.4 y la coloracion de naranja de acridinger(item
3.7.3). También se realiz6 Microscopia Electronica dandmision (MET), como yae

explico en el iten3.4.1.
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3.5.2-Andlisis de las bacterias provenientes s biofilms formados sobrdos
cortes ddassalivaderas dentalésegode 64 horas de exposicion.

Para elestudio delas bacterias halladas eel biofilm formado sobre loscortes de
salivaderas dentales de los tres materialgg@=edid en forma similar a la descripta en el

item 3.51 pero aumentando el periodo de expidsi de los cortes a 64 horam(fin de

semana estando los equipos odiigicos 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 atencide pacientes en ebnsultorio.

El andlisis microbioldgico, las observacionegcnwscopicas y la interpretacion de los
resultados se realizaron con los mismos procedimientos quenfexplicados en el item

3.51.

3.53- Andlisis de Ie hongosprovenientes ddos biofilms formadossobre los
cortes ddassalivaderas dentalésego & 24 horas de exposicion.

Al igual que en el caso del item 3.5.1, los corfasron pegados endasalivaderas con
compuesto pa modelar Se hizo salivar a los pacientes en atencion odontoldgicate

las prestaciones. Los mismos se enjuagaron la cavidad bucal Unicamente con agua
corriente.

Se higienizaron las salivaderas dentales entre pacigpaeignte 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 &sge vidrio con saliva NAF (item 3.2.2.f)
tapados con tapones de algodon estéril. EI material biologico se proceso dentro de las 24
horas de obtenidas las muestras.

Los 59 cortes de cada zona fueron raspattin un ansa para obtener la muestra del
materid adherido. Luego se diluyé la misma en 10 ml de medio de agua estéril.

Posteriormente se inoculd 1 ml en céapsulas de Petri con medio solido deléligzao
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de Saboreaudde acuerdo al iter®.2.2c). Las placas de Petri se incubaron a temperatura

ambente durante 7 dias.

Posteriormente se realizé el conteo de las unidades formadoras de colonias de los hongos
sésiles utilizando un microscopio 6ptico con sistema de epifluorescencia (consultar item
3.4.4 y la coloracion de naranja de acridina (ver it8mi.3). También se realiz6
Microscopia Electronica de Transmision (MET), coyacse explico en el ite@4.1.

3.5.4-Andlisis ddos hongogrovenientes ds biofilms formados sobrios cortes
delassalivaderas dentalésego de 64 horas de exposicion.

Para el estudio de los hongos hallados en el biofilm formado sobre los cortes de salivaderas
dentals 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 odontolégicos en reposo). Las muestras fueron retiradas amdas mi
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 realizon con los mismos procedimientos que fueron explicados en el item

3.5.8.

3.6- Andlisis microbiolégico del biofilm formado sobrelas cafierias anexas a las
salivaderas dentales.

Debido a la heterogeneidad del biofilm en este analisis fueron utilizados los medjos de
Agar Melitado deSaboreaud sélido ) Agar MacConckey liquido, c) Agar sangre al 5
%.

Se utiliz6tambiénmicroscopia de epifllorescencia para realizar la enumeracion de las

bacterias.
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3.6.2:Analisis delas bacterias provenientes debfilm formado en el interior de
las caferias metalicas con salida haciaddivaderas dentalésego de 24 horas de
exposicion.
Se seleccionaron 38bos metalicos anexos a las sale@s$ dentales correspdiendo 28
aZly30aZ2.

Las muestras fueron obtenidas raspandoarea de aproximadamente 0,40°c@n el

interior de los cafios, con un ansstéril. El material se coloc6 en frascos de vidrio con 1
ml de saliva artitial NAF estéril(item 3.2.2.) parasu transporte. El mismo se proceso

dentro de las 24 horas de obtenidas las mueBtsas realizar las siembras, se inoculé 1 ml
del material en tubos de ensayo los cuales conténfahde agar liquido Mac Cokey,
incubadas a 37° C durante 48 horas endiciones de aerobiosikos procedimientos
microbiol6gicos y de conteo utilizadgsara este analisis fueron los mismos dog
explicados en el ite®.2.1a.
Otras 58muestrasobtenidas como se expli@hteriormentese in@ularon en medio Agar
sangreal 5 % incubadas en forma semejante al caso antelkios. procedimientos
microbiol6gicos y de conteo utilizadgsara este analisis fueron los mismos dog
explicados en el ite®.2.1a.
3.6.2 Analisis delos hongogrovenientes dddiofilm formadoenel interior de las
caﬁeri_a_s, metalicas con salida haciadakvaderas dentaldaego de 24 horas de
exposicion.
Las muestras fueron tomadas de igual manera que er8B#enSe inoculé 1ml de las
muestras e® mlde medio de culto sélido Agar de Saboreaudofmo fue explicado en
el item3.2.2c). Las siembras se fearon por estria en placas deti®, con espéatula de
Drigalsky. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante una semana. Se
efectuaron controles peridédicos de pureza, mediplatgueos. Se realizd el contee

UFC/ml utilizardo microscopio 6fico y la coloracion de Geguen (consultar iteth7.2.
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3.7-Técnicas de coloracion.
En este trabajo se utilizarorolorantes de primera marca para aplicartéasicas de
coloracion para microscopia opticaram Kopdof (item 3.7.1)y Gueguer(item 3.7.2 y
técnicas de coloracién para microscopia Optica con sistema de esifienia (haranja de
acridina(item 3.7.3.

3.7.2 Coloracion de Gram Kopellof.
Esta técnica deotoracion se realiz6 para poder observar las bacterias Gram positivas y
Gram negativas, segun la coloracion que toman después del tefiido. Las bacterias Gram
positivas (+) toman un color violaceo, debido a la@tciel colorante primarioieieta de
Genciam. Las bacterias Gram negativastbman un color rojo, por la accién del colorante
secundariducsina lasica.Esta caracteristica se asocia a los componentes quimicos de la
pared celular de las estructuras bacterianas. Las bacterias Gram positiva®macqlose
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, paolsdnposeen
afinidad con el colorante secundario de la técdieacoloracion de Gram Kopellof§e
utilizé: 1) € colorante de bleta de @nciana marca Merck) una solucién débil de

lugol, 3) alcohol70° como decolorantg 4) solucion de fucsinahicada.

1-Solucién hidroalcohdlica déioleta de Genciana.
Violeta de &nciana 1g

Alcohol etilico 96° 10ml

Aguadestilada 100 ml

2- Soludoén débilde lugol.

lodo 1lg

loduro de potasio 2g
Agua destilada 0D ml
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3- Decolorante: lmohol 70°
4- Solucién de fucsinéenicada.

Fucsina basica 1g

Acido fénico cristalizado2 g

Alcohol etilico 96° 10 ml

Aguadestilada 100 mi
Preparacion de las soluciones

a) Solucion de violeta de Genciarfée coloca en un mortero 1 g de polvo de violetGele
ciana y se ttura bien. Se neela con 10 ml de alcohol etilico 9éhasta disolver mezclando
las soluciones. Luego se le adiciori@®0ml de agua ded#ida y se termina ddéisolver. Seen
vasa en frasco esmerilado y conservéeaperatura ambiente.

b) Soluédn delLugol: se pesdg de bdo metalicoy 2 g de ioduro de potasemlocando

en un Elenmeyer conteniendtO0 mlde agua destiladae agitay una vez disueltse filtra.
Se envasa en frasate vdrio esmerilado y conserva a temperatura ambiente.

c) Solucién de fucsina basicae coloca en el morterod de fucsina basicg se tritura
bien seagregan 10 ml de alcohol etilico 9%%e mezclanEn un Erlenmeyer se mezclan
100 ml de agua destilada y2 g de acido fénico cristalizagdse une a la prepion
anteriory sefiltran luego con un papel ddiltro. Se envasa en frascos de vidrio
transparentes que senservan a temperatura ambiente.

Proedimiento Los pasos previos a la coloracion fueron los siguietdasa de material

con el ansa, exterdt sobre el portaobjeto, y fijacion del mismo a la llama deechero.
Pogeriormente se mezhen un tubo de ensayo 30 gotas de violeta de Genciana con 10
gotasde bicabonato de sodio, se homogeneiza la mezcla y se elpreparado durante

2 minutos.Después de verter faeparacion anterior, se coloca lugomo mordientePos
teriormente,se decolora con alcohol de®Apse lava con agua destilada. Se cebmepa
rado con el colorante secundario fucsina basica durante 1 nffeukavanuevanentecon

agua destilada, se seman papetle filtro y se observéRey Millares, 1960).
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3.7.2 Coloracion de Gueguen.
Esta coloracion se utilizo pa poder realizar la identificacidae los diferentes tipos de
hongos ambientaleg-ue utilizado el colorante de Gueguen maviesick los componentes

para 100 ml de aguaeron los siguientes:

Acido lactico 100 g
Sudan 1l 010g
Azul Cotton 0,10¢g

Solucibnlodoalcohdlica 10 a 30 gotas.

Preparacionse disuelven los polvos de Sudldhy Azul Cotton en el &cido lactico, una
vez que se halla bien homogeneizaible agregan entre 1088 gotas de soluciérodio-
alcoholica.Se filtra con papeale filtro, se envasa en un frasco preferentemente esmerilado
pam evitar el contacto con la luz y se guarda geratura ambiente en armario cerrado.
Procedimiert: Para los pasos previos a la coloracién se procedié de laamismera que
en el caso de la color@éei de GrarKopelloff. Posteriormente se cubr@ preparado con
el colorante de Gueguen durante 2 minutos. Se lavé con agua destilada, s sEqiet
de filtro y se observé (Rey Millares, 1960).

3.7.3 Coloraddn con naranja de acridina.
Esta técnia se utiliza para la identificacionle bacterias vivas o muertakos
componentes para 100 ml son los siguientes:

Polvo de naranja de acridina 0.03 ¢
Agua destilda 30ml

PreparacionSe disuelve el polvo del colorante de naranja de acriding0em! deagua
destilada, se homogeiniZarevio a la coloraciorse retiran 6 ml de la mezcla y se diluyen
en 24 ml de agualestilada. Se envasa preferentemente en un frasco ggsatavitar el

efecto de la luz sobre el colorante, y se consetgemnpeatura ambiente.
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Procedimiento Se retiraron los cortes de acero inoxidable, ceramica y opalina con los
biofilms crecidos a partir del agua de egreso de las salivaderas dentalasglo& de los
pacientes.Se cubrieron las muestras con el colorante naranja denaccioh solucion

diluida durante 2 minutos. Se lavaron con agua destilada y se secaron a temperatura
ambiente, para luego ser observados por microscopia Optice sisema de

epifluorescencia (de acuerdo a Sddestetmal., 1997.

3.8 Pruebas estadisticas.
En este trabajee aplico el andlisis détst de Studentle Variaza ANOVA, y las pruebas
de comparaciones multiples de medidaspetidas, cuando las diferencias eran
significativas.

3.8.1- Andlisis de variana(ANOVA).
ElI ANOVA puede ser considerado como unanena de verificar si dos 0 mas medidas
muestrales fueron extraidas de unanmaigpoblacion o de poblacionesn el mismo valor
esperado pa una magnitud dada. En consecuencia, cuando m&diss 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 métodgeneral, que se extiendeamparaciones multipley se puede
demostrar que coincide cai de Student si se aplica a &b dos muestras. Es decir el
modelo de Student es un caso particular del ANOE#e modelo desarrollagmr R A.
Fisher aprincipios de este siglo, tiengna distribucion teorica esperada: la funcion F,
tabulada por G. W. Snedectaos tests estadisticos a realizar se basan en comparar el valor
muestral calculado con los datos medidos: F contra un valor aliteo t ab | as FU.
basica del método es que las muestrasrsmmales independientey aleatorias y se

supone que tad tienen la misma varianza, entonces, para que provengan de una misma
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poblacion se necesita Gnicamente que las medias muestralésdssaigualesEsta sera la
hipétesisi nula Ho que se usara en todos los modelos de ANOVA, junto con los cuatro
supuestos mencionados.

Las comparaciones multiples se basan en establecer cual es la diferencia deitdma
medias aritméticas de los grupmse tiene una probabilid4@) de producirse inferior a un

valor critico (5 %, P < 0,05 0 1 %,<F0,0L, por ejemplo) si la hipotesis nula es verdadera.
Cuando la diferencia observada entre los grupos del experimento es mayor que esa minima
diferencia sigricativa, se rechaza la hipotesis 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 subgugde tipo jerarquico para su analisis como fuentes

de variacion separadas. Es decir, fuentes o factores encajados dentro de una clasificacion
superior El célculo del modelo de ANOVA de dos factosespuede clasificar en dos casos
basicos: el primerosin repeticion es cuando hay un solo dato por cada combinacion
posible de los factores y ségundocon repeticién cuando hay mas de un dato para cada

caso o ombinacién de factores posibléddgcchi, 2001 Azzimonti Renzo, 2003.
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4- RESULTADOS.

De acuerdo a lo mencionado previamente la formacién de biopeliculas sobre sustratos
sélidos se ve influenciada tanto por los microorganismos involuctedoterias y hongos)

como por lascaracteristicas del sustrafoomposicién y rugosidady el tiempo de
exposicion de las muestras. Las variables a tener en cuenta son diversas, por lo que el
estudio se llevé aabo de acuerdo a lasiterios descriptos a continuacid@on respecto a

los sustratos se evaluantola rugosidadcomo la composiciéde los mismoskEn relacién

con los microorganismose analizaron tanto Igslancténicos como los sésiles. En el
primer caso se tuvieron en cuenta los lugares geogréafidasfuente de agua pdike (Z1

y Z2) y el lugar de la tommde dicha muestragua de ingreso a los equipos odontolégicos

y agua de egreso hacia las salivaderas dentdRs).otra parte, los estudios se
complementaron con la enumeracion de los microorganismos planctonicostgaresela

saliva de los pacientes sin enfermedad periodontal, tratados en los consultorios que se
analizaron. En el caso de los microorganismos sésiles se consideré tanto el lugar
geografico de la fuente dagua como el tipo de sustragy ubicaciony € tiempo de
exposicion. La formacion de biofilm se estudid erortes de salivaderas de acero
inoxidable, cerdmica y opalina que se ubicaron cerca dagjtiecentral de las salivaderas

con un period de exposicion de 24 y 64después de la realizada lgiene de los equipos
dentales. End superficie de las caferias con salida hacia las salivaderaesvalud el

biofilm luego de dejar de usar el equipo durante 24 horas

Enel item5 sereportael analisis estadistico de los resultados y su signifinacio

4.1- Andlisis 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 detelaningosidad de las muestras de
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las salivaderasSe compardambiénla diferencia de rugosidad de acuerdo a la region de
la salivadera: bordexterno(minimo contacto con el agua y saliva de los pacientes), y la
cara proxima al desaglie (maximo contaxin el agua y la saliva de los pacierdescada
material). Se considerque estas regiones podrian tener distinta rugosidad a causa de la
necesidad de limpieza méas profunda en eb cisla zona proxima al desagiie debido a la
mayor tendencia a la acumuilat de depdsito.

4.1.2- Andlisis de la rugosidad de los materiales mediante el uso de un rugosimetro.
Con la finalidad de comparar las rugosidades superficiabeslod tres materiales
estudiados se llevd a cabo el analisis de rugosidad de los sustratos mediante rugosimetro
Hommel T 1000La lectura fue realizada por medio de una punta analizadora que ofrecio
un resultado cuantitativo. Los valores obtenidos se trauesn lag-iguras 4.1- 4.4, donde
la longitud de recorrido correspondé, 8 mm

4.1.1a) Rugosidad déos cortes desalivadera de acero inoxidable.

Figura 4.1.a Registro dela rugosidad de mi corte de la region de borde exted® una
salivadera dental de acero inoxidaltla figura indica ondul@aones yuna elevada cresta.

Figura 4.1.b- Registrode larugosidad de un cortele la rgion proxima al desaglide
una salivadea dental de acero inoxablle. La figura muestra deformaciones de la
superficie por la presencia de crestas y valles.
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La Figura 4.1.a muesta menoes ondulaciones y microrugosidad periddicdasnbordes
de la saliadera dental estudiadan respecto al corte cercano al desdgfigura 4.1.b).
En este ultimo caso se obsezvaondul aci ones de hasta 2, 04 ¢
valles.
4.1.1b) Rugosidad déos cortes desalivadera de ceramica.
En el caso detorte de ceramicaercano al bordéos resultados obtenidos muestran baja

rugosidad con ondulaciones periédicas de baja amplitud.

F T T T B T T T T B I TN

T T T T TTprp—
AT T AT i v T

Figura 4.2.a Registro de laugosidadde un cort de la region de borde exterde una
salivadera dental deeramica

Figura 4.2.b- Regidro de la rugosidade un cortale la region proximal desaguiele una
salivadera dental de ceramica (las flechas sefialan: 1: cresta, 2: valle)
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Tal como muestran lasiguras 4.2.ay 4.2.hb los resultados de la rugosidadIde cortes
de ceramica varigotablementecon la ubicacion, con meado incrementdanto en el
patrén periédico como en las irregularidades aperiéderasa region cercana desagie

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

4.1.1c) Rugosidad déos cortes dealivaderas de opalina.

Figura 4.3.a Regstrode larugosidadde un cortecorrespondiente a la regién debrde
externode unasalivadera dental de opalina

Como muestran laSiguras 4.3.ay 4.3.bel registro de la rugosidadorrespondiente a los
cortes de los bordes externos y zona proxima sdglee de la sakadera de opalina en
estudi o, presenta una ondul aci-n mayor

la ceramica y el acero inoxidable.

VA

Figura 4.3.b- Registrode la rugosidadde un cortgpréoximo al desagide una salivadera
dentl de galina (a flecha muestraregularidades del materjal
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4.1.2Analisis de la rugosidad del acero indedle por Microscopia de Fuerza
Atomica.

Debido a las estricciones del tamafio de las muestras que presenté el microdeopio

Fuerza Abmica (AFM) Unicamente la rugosidad del acero inoxidable pudo ser analizada a
través del mismo. El lado del cuadrado que constituye el (akesasa)y la rugosidad
correspondinte de mediciofiordenada)esté representadopor los cadrados celestes y
solamente ||l egan hasta 75 em, debido a que
75 pnt-

La Figura 4.4 muestra valores ascendentes migosidad media superfici®&S) que aln

no han estabilizado para el area de 75 x 75 analizada. Por ese motivo los valores

registrados son menores que los indicados por el rugosimetro.

Rugosidad vs Area de imagen
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Figura 4.4.- Registro de la rugosidad del acero inoxidable llicroscopia deFuerza
Atomica (RMS): rugosidad media superficial, Ldistancia o longitud (registrada en
micrémetros).
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4.1.3 Observaciones microscopicas de las muestras a través de MEB.

Accelerating Voltage | Magnification | Detector Label
20 kV 1500 x SEM ACERO F1 —20 pm—

Figura 4.5-Microfotografiaobtenida a través MEBe un cortede la pared proxima al
desagiie de una salivadera dental de acero inoxidable. La flecha blanca sefiala las
irregularidades que pueden a#ibuiblesal uso de los agentes de limpieza. Barree 20.

Accelerating Voltage | Magnification | Detector Label
20 kV 1500 x SEM ceramico F1 20 e

Figura 4.6- Microfotografia obtenida a través de MEde un corte de la pared proxima al
desagliede una salivadera dental de ceramiocas depdsitos impiden ver laigosidad
superficalBar ra: 20 &m.

La observacién de los materiales a través deBMnostré que la opalina y el acero
inoxidable presentan en ciertos puntos importantes irregularidades en la zona préxima al
desagueRiguras 4.5y 4.7) debido posiblemente al uso de sustancias abrasivas durante su

limpieza En la cerdmica se observan dsipds superficiales que impiden distinguér

rugosidad superficial
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Accelerating Voltage I\/Iagnlflca‘rlnﬁ r Label
20 kV 1500 x S OPALINA F2

1O J] U111 m—

Figura 4.7- Microfotografiaobtenida a traves de ME&e un corte proximal desagie de
una salivadera dental de opalina. La flecha blanca indica las irregularidades del material
gue pueden ser causadas por el usosielementos de limpiezgarra: 20 pum.

4.1.4- Analisis de las caracteristicas fisicas.

La Tabla 4.6 muestra los valores de las propiedades fisiscas de taicara

Tabla 4.6- Caracteristicas de las muestti@sceramica analizasla

Caracteristica fisica Valores hallados
Peso seco 9.57870 g/cm

Peso himedo 4.59041 g/cm
Absorcion 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- Andlisis de los microorganismos plancténicos.

Se analiz6 lapresencia de hongos y bacterias plancténicas 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 asistelolos consultorios de las regiozdsy Z2.

Los valores medios y la significacion de las diferencias se analizaranitemél. En el

Apéndice Il se detallan los valores obtenidos y su error estandar.
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4.2.1 Andlisis delasbacterias planctonicas.
Para elanalisis de las bacterias se utilizatos siguientes medios de cultivAgar liquido
Mac Cortkey para detectar la presencia eleterobacters (bacilos Gam negativos)
medo Agar sangral 5% para analizar Is cocos aerobiogemoliticosGram positivos y
medioAgar Mitis Salivarius para la deteccion de éstreptococosrales.

4.2.1.a)Analisis ddla influencia de la fuente dedgua de ingreso al equipo
odontologico.

Se analip la carga microbianabécterias y hongosjd agua de ingreso s equipos
odmtoldgicosdesde la fuentele agua potable correspondielffl o Z2). Se tomaron
muestrasid agua de las canilla® 59 consultoriosen total (29 de Z1 y 30 de Z2).

Los valores medios obtenidos de BBC/ml de lasbacterias plancténicas del agua de
ingreso a los equipos odontoldgicos de cada uno deolasultorios se grafican en la

Figura 4.8

—=— BPIZ1
71 —e— BPIZ2

2 \/\ / \ NeS /\{f\; ) /\/\
.ttt 1t

0 5 10 15 20 25 30
Numero de consultorios en Z1y Z2

Bacterias plancténicas (UFC/ml x 10°%)

Figura 4.8- Valores medios de las UFC/ml de las bacterias planctonicas (BP) del agua de
ingreso (1) de los equipos odontoldgicos de Z1 y Z2.

BPIZ1: color negrocorresponde a las bacterias planctdnicas del agua sangnZ1.

BPIZ2: color rojocorresponde a las bacterias plancténicas del agua de iegr@olas
flechas indican valores minimos y maximos en cada zona.
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Dicha Figura muestra alores similares en ambas zonas aunque el agua provenga de
diferentes fuetes. $n embargo,el nimero de bacterias detectadas verime 1 x 16
UFC/ml (consultorio N° 5)y 2,87x 10° (consultorio N° 7) UFC/ml en Z1échas negras)

y entrel,2x 10° UFC/mI(N° 20)y 2,73x 10° UFC/ml (N°21) en ZZflechas 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.

A0
%@ ¥ #}9'

Figura 4.9- Microfotografia dtenida a trave de METde una muestra deD0 ml deagua

de ingreso a un equipo odontologe Z1 de la ciudad de La Plata, procesada segun el
item 3.4.1La flecha negra indicana de ladacteias plancténicas. Magnificacén 8000 X.
Tal como puede observarsa Figura 4.9 en las muestras obtenidds 100 ml degua @
ingreso analizadas través de MET (item 3.4.19e observan laterias planctonicas junto
amaterial particulado, posiblemente arrastrado por el flujo del agua corriente.

La muestra que sefalafggura 4.10puede observae la microscopia obtenidaravés de

de una muestra de agua de ingreso de los equipos odontoldgicos, ingebtadan filtro

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

bacterias plandnicas ya que la muestra procesada era de 1 ml.
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Magnification | Detector Label
1500 x SEM BFAGUA F36

Acelerating Voltage
20 kV

Figura 4.10-Microfotografiaobtenida a través de MER: una muestra deml deagua de
ingreso a un equipo odontologico de Z2 de la ciudad de La Plata, procesadausobre
filtro de colodionsegun tem 3.4.2 La flecha negramuestra la presencia de baiter
planctonicas. Barrr&0 pum.

4.2.1b) Andlisis del agua de egreso hacia las salivaderas
Para el analisis de la ¢car bactedna del agua de egreso con salfdecia las salivaderas
se realizaron los mismos procedimientas ¢ps explicados anteriormente para el agua de
ingreso.Enla Figura 4.11 se graficarios valores obtenidos.
La Figura4.11 muestra similitud en los vales registrados en ambas zo(&bky Z2),
aungue, debe notarse gque existen consultorios con valores mucho mas bajos. Como
muestra ld&igura 4.11 puede notarse que el nUmero de microorganismos varia entre 3,18
x 102 UFC/ml (consultorio N2) y 5,30 x 16 UFC/mI (consultorio N° 18) en Z1 (flechas
negras) y entre 2,86 xlOFC/ml (consultorio N° 28y 5,30 x10° UFC/ml (consultorio

N° 26) para Z2 (flechas rojas).
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Figura 4.11- Valores medios de las UFC/ml de bactedanctonicas (BP) delgua de
egreso ) alos equipos odontolégicos de Z1y Z2.

BPIZ1: color negrocorresponde a las bacterias plancténicas del agua de egreso en Z1
BPIZ2: color rojocorresponde a las bacterias planatés del agua de egreso en Z2

Las flechas indican valores minimos y maximos.
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Figura 4.12- Comparacion de logalores medios de las UFC/ml de bacterias planctonicas
(BP) del agua de ingreso (1) y del agua de egreso (E) de los equipos odontolégicos de Z1.
BPIZ1: color negro corresponde a las bacterias plancténicas del agua de ingreso en Z1
BPEZ1:color rojocorresponde a las bacterias planatas del agua de egreso en Z1
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Figura 4.13 Comparacionde los valores mediosdas bacterias planctonicéBP) del
agua de ingres@) y del agua de egreso (&)os equipos odontoldgicos d&.
BPAIZ2: color negracorresponde a las bacterias planitas del agua de ingreso en Z2.
BPAEZ2 color rojocorresponde a las bacteriaamitdicas del agua de egreso en Z2
La Figura 4.13 muestra que la variacién entre el agua de ingreso y egreso es mas
importante en algunos consultorios @uneotros, (comparar consultorios 5y 26
Como puede observarse es Faguras 4.12 y 4.13 los resultados de las UFC/mhuestran
el incremento en la contaminacion al atravesar el equipo odontoldglicoimero de
bacterias se triplica en muchos casos.
4.2.2 Andlisis delos hongos plancténicos.
Seanalizo la presencia de hongos planitios en el agua de ingreséoa equipos dentales
y en el aguae egreso hacia las salivaderas, utilizando el malmultivo solido Agar
Melitado de Saboreaud.
4.2.2.a)Analisis de la influencia dehgua de ingresa los equipos
odontoldgicos.
En los culivos realizados en agar solidceMado deSaboreaud no se observo la

presencia daongos planctdnos en ninguna de lados regione¢Z1 y Z2) (Figura 4.14,

linea azu).
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4.2.2b) Andlisis del agua de egreso hacia las salivaderas dentales.
Los resultados obtenidos desl cultvos realizados en md® soélido Agar Mlitado de
Saboreaudmostrarondesarrollo de grandes colonias de color verde y aspecto algodonoso
y otras colonias de color blanco de aspedmtitiante similares al géneroandida Los
hongos planctonicos fueron hallados en el agua oterielespués que esta hubiera
atravesado las diferentes mangueras o caferias hasta la salida hacia las salivaderas
dentales. Los resultados que muestraFigura 4.14 de las UFC/ml de los hongos
planctonicos de ambas regior{&d y Z2) sonsimilares para I® 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 saliviagesasilar en ambas
regioneqZ1 y Z2), teniendo en cuenta que la fuente de agua era diferente.
La presencia de hongos plancténicos fue observada también por AtitiBa(4.15). En
dichaFiguraes posible distinguir conidias en reproduccion, en coincidencia con los datos
de laFigura 4.14. En consecuenciauando el agua m&viesa el interior de los equipos
odontoldgicos modifica su carga microbiana incorporando otros microorganismos, en este

caso hongos.
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Figura 4.14 Valores mediosle las UFC/mde los hongos plancténico§HP) del aguade
ingresq y egresdacia las salivaderas de los consultorios de Z1

HPEZ1: color negraorresponde a la presencia de hongos plamc$ren el agua de
egreso en Z1.

HPEZ2: color rop corresponde a la presencia de hongagagibnicos en el agua de egreso
en Z2

La linea(color a&ul) indica ausencide hongos en el ingreso.

Figura 4.15 Microfotografiaobtenida a ttvés de METde una muestra de agua de egreso
(E) hacia la salivadera dental, de un consultorio odontwode Z1 de la ciudad de La
Plata. Laflecha negra continumuestra la hifa de un hongo planctoénico, la flechgrane
discontinuasefala conidias. Magnificacion 8000 X.
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4.2.3 Analisis delas baderias plancténicasrpvenientes dda saliva de paentes
sin enfemedad periodontaén los consultorios de Z1y Z2.

Comolas bacterias planctonicae la siva de los pacientepodrian jugarun rol muy
importante en la formacion del biofilm que se adhiere sobre las salivaderas dentales de los
tres materiales estudiados, se realizé un analisis cuantitativo dE@dslelas mismas.

Las muestras se tomarde 50 pacientede Z1 y Z2sin enfermedad periodontal (25 de

cada region). B la Figura 4.16 puede observarse quia distribucion de las
concentracionesle microorganismos ena saliva de los pacientesue similar enlos

pacientes dambas zonas.
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Numero del paciente

Figura 4.16- Valores medios de las UFC/ml de las bacterias plancténicas de la saliva de 25
pacientesle cada zonsin enfermedad periodontal asistidos en los consultorios.de Z1
BPSZ1:color negro bacterias planctonicas provenientefadmliva 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 MEBe acuerdo aprocedimiento
descripto en el item 3.4.2)e una muestra de saliva de un paciente asistido en un
consultorio odontolégicode Z1 de la ciudad de La Plata sin enfermedad periodontal,
procesada sobre un filtro de colodigtem 3.4.2). La flecha blandadica la presencia de
bacterias planctdnicas probablemente estreptococos. Barra: 10 um.

Detectc
SEM |Biof 3F | ——10 pm——

Figura 4.18 Microfotografiaobtenida a través de ME@e una muestra de saliva de un
paciente asistido en un consultorio odontolégico de Z2 de la ciudad de thaskla
enfermedad periodontal, procesada en un filtro de colqdiem 3.4.2) La flecha negra
continua muestra beterias planctonicas probablemente estreptogolzodlecha negra
discontinua sefala bactesiplanctonicas similares a las filamentog&sr a: 10 & m.
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En la Figura 4.18 puede notarse la abundante cantidad de bactgsrabablemente
estreptococgsasociada a bacteriaplanctonicas similares al tipactgnomices, en una
muestra de saliva procesada sobrdiltro de membrana de colodiokn laFigura 4.19se

muestra una cadena en detalle.

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

Figura 4.19Microfotografia obtenidade una muestra de saliva de un paté sin
enfermedad periodonta través de MEBprocesada sobre un filtro de colodigitem
3.4.2) asistido en un consultoriced1 de la ciudad de La Plata. La flecha blanca sefiala
una cadena deocos planctonicoBar ra: 5 & m.

o TR

Figura 4.20- Microfotografia Optica de bacterias planctdnicas presentes en una muestra
de saliva de un paciente sin enfermedad periodontal, asistido en un condel@tide
la ciudad de La Platagoloreadas cola tincion de Gren. Magnificacion: 100 X.
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Figura 4.21- Microfotografia 6ptica de UFC/ml de bacterias planct@pravenients de
una muestra de un paciente sin enfermedad periodontal asistido en un corgE@rio
dela ciudad de La Plata, tefiida con la colayaae GramMagnificacion: 100 X.

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

coloreadas por la tincioredsramson los estreptococos (Gransjfitvos).

Figura 4.22 Fotografia del cultivo de una muestde saliva de un paciente gnfer
medad periodontal engar Mitis Salivarius, asistido en un consultorioZ#enla ciudad
de La Plata. La flecha negra muestra colonias elevdalaslor celeste clarde cocosle

la especie dStreptococcus salivarius
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Como indica laFigura 4.22 en el conteo & UFC/ml de saliva sembrados en condiciones
de anaerobiosis en Agariti Salivarius, las bacterias planctonicas que se hallamon e

mayor cantidad fueron de la espeSteeptococcus salivarius.

4.3-Analisis de microorganismos sésiles.

Se analizaron los microorganismos sésiles (bacterias y hongos) presentes en el interior de
las cafierias metalicas por donde circula el agua corriente de bgoésdas salivaetas
dentales Por otra partese expusierory evaluaroncortes del mismo materiale las
salivadera en la zma de desague de las misntlasante 24 y 64 horaEn ambos casos

fueran analizados consutorios pertenecientes 21 y Z2 de laciudad de La Platd.os

valores medios ¥l error estandar se detaillan lasTablas I11.10-11.25 del Apéndice II.

El andlisis estadistico de las medias y valarggmos y maximos se realizagéel item 5

4.3.1 Andlisis de lasJFC/cnf debacterias sésilgsrovenientes @ interior de las
cafierias metalicas con salida hacia las salivaderas.

Se tomaron muestras de &ffieriaen total 28 cafierias pertenecites aZly 30 cafierias
de Z2). Entre las bacterias observadas en las siembras de agar @abyrancubadas a
37° C durante 48 horasse identificaron coco§&ram positivos no hemoliticogn los
cultivos ralizados en ndhio liquido agar Mac Corckey no fueron identificados bacilos

Gram negativos del tipenterobacteria€n laFigura 4.23se grafican los Vares medios.
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Figura 4.23 Valores medios de las UFC/émde las bacterias sésiles el interior de las
cafierias metalicas J@e los consultorios de A1Z72.

BSCZ1: color negro correspondelmcteriasadheridas das cafierias metalicag4 horas
después del cese de circulacion del agua pardoipos dentales en Z1

BSCZ2: color rojo corresponde a bacteriaglheridas das cafierias metalica®4 horas
después del cese de la circulacién de agua por los equipos dematsLas UFC
correspondera un area de raspado de superficie de 0%4 cm

Como muestra l&igura 4.23 los valoresmediosde las UFC/ml enumeraslagueron
similaresen ambas regiones (Z1y Z2).
4.3.2Andlisis delas UFC/cm de loshongos sésikeprovenientes démterior delas
cafierias metélicas con salida hacia las salivaderas.
Se tomaron muestras de 30 cafierias dezaua 1 y Z2) que se cultivaron en el medio
sélido de Agar Saboreaud.eSolservaron grandescolonias de bngosde color verde y de
aspecto aterciopelado y otras colonias de color blanco de aspecto brillataeesimilas

de al génerccandida Los resultados son los que se muestran Eiglara 4.24.
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Figura 4.24- Resultado deds valores medios de It®ngos sésilesn el interior de las
caferias metélicas de los consultorios dg Z2.

HSCZ1: color negro corresponde a los hongos sésiles adheridos a las cafierias metalicas
con salida hacia las salivaderas, en los consultoeag1d24 horas después del cese de
circulacon del agua corriente por los equipos

HSCZ2: color rojocorresponde a los hongos sésiles adheridos a las cafierias metalicas con
salida hacia las salivaderas, en los consultorios deZ2oras depués decesede la
circulacién de agua corriente por los equipas UFC correspondea un area de raspado

de superficie de 0,4 dm

Puede observarse que el nimero de hongos sésiles varia marcadamente de un consultorio a
otro, entre 4 xIDUFC/cnt (consulbrio N°7) y 10 x1G UFC/cnf (consulbrio N° 8) para

Z2 (ver flechas de l&igura 4.24).

Tal como se observa en |I&kgyuras 4.25y 4.26 la muestra procesada por MET permite
identificar la composicién del biofilm (bacterias, hongos y particulas adheridas) en el

interior de las cafierias metdlicas.
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Figura 4.25-Microfotografia obtenida a tra#s de MET de una muestra obtenida por
raspadade una carfieria metalica por donde circula agua que egresa hacia la salivadera de
un consultorio odontolégicde 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 hifahd&gm plancténico.
Magnificacion: 00 X.

Figura 4.26- Microfotografia obtenidaa través de METde una muestra obtenida por
raspado de una cafieria metélica por donde circula ebaguagresa hacia la salivaddea

un consultorioodontologico de Z2 de la ciudad de La Plata, corperiodo 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 presencide material particuladdlagnificadgén: 8000 X.
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Figura 4.27-Microfotogrdia obtenida a través de MEde una muestra obtenida por
raspado de una cafieria metalica de un consultorio odontoldgico de Z2 de la ciudad de La
Plata, con un periodo de cese de circulaciongled aorriente de 24 horas. La flecha negra
continuamuestralas esporside un hongo sési la flecha negra discontinua sefiala la
presencia de material particulado adheridaraérior de las caferias metalicas por donde
egresa el agua hacia las salivagdvlagnificaciéon:8000X.
En lasFiguras 4.26y 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.
43.3-Andlisis de ladUFC/cnt de lasbacteras sésileprovenientes de losortes de
lassalivaderas dentales.
Se tomaron muestras sobid8 cortes en total de paredes proximas al desagie
salivaderagle acero inoxidable, ceramica y opali@ada uno de los corteke idéntico
material que el de la salivadefae colocado soler las paredes internas préximeada
rejilla de desagiie de las missyaen los consultorios seleccionados €t y Z2, de la
ciudad de La Platd.os cortegpermanecieron expuestos durgoéeiodosie24 y 64 hLos
mismos estuvieron sometidos al flujo salival de los pacientes asistidos en cada uno de los

consultorios, sin germedad periodontay, a la salida de agude egreso de lasafierias

hacia lasalivaderas.
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4.3.3a) Andlisis & las UFC/crhde las bacterias sésilgzovenientes de

los cortes de acero inoxidable de salivaderas destatsn periods de

exposicion defy 64 horas
Se analizaron las UFC/énile bacterias sésilesadheridasa 40 cortes(10 para cada
condicién)de salivaderas deades de acero inoxidable cperiodos de exposicidte 24 y
64 loras En los cultvos realizados en medio solido Agaitisl Salivarius, incubados a
37°C durante 48 horas en condi@erde anaerobissse identificaron cocos de la especie
Streptococcs salivarius En los cultivos realizados en medsdlido Agar sangral 5%
incubados a 37°C duren48 horas se observaron cocos Gram positivos no hemoliticos del
mismo tipo que los mencionados anterienmte.Los resultados obtenidos de los valores
mediosde las UFC/crhen el medio Agar Mitis Salivarius y Agar sangre al 5%n los

gue se muestran en IBguras 4.28ay b.
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Cortes de acero inoxidable

Figura 4.28a-Valores medios yerror estandar de lasR@/cnf de las bacterias sésiles
(BS) encontradasobre los cortes de acero inoxida#d) cercanos al desague de las
salivaderas dentaale los consultorios de Z1 (rojo) y A&(de), con 24 ke exposicion
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Figura 4.28b- Valoresmedios yerror estandar de las UFC/tae las bacterias sésiles
(BS) encontradasobre los cortes de acero inoxidafid) proximosal desaguede las
salivaderas dentales de los consultorios dé@jd) y Z2 (verde), con 64 ke exposicion

Como se observa efasFiguras 4.28a (24 h)y 4.28b (64 h)los nimerosle las UFC/crh

de las bacteriasésilesadheridas en los cortes deero inoxidabl®bservadagn laszonas

Z1y Z2fueron similares.

En la Figura 4.28.c se comparanos resultados lienidos alas 24 y 64 bras de
exposicién. ® observa un incremento del nimero de las UF&denbacterias sésilen
relacion con el tiempo de exposicién. La variacion es mas importante en algunos

consultorios como el N° 8, (ver flecha).
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Figura 4.28.c- Comparacion de losalores medios de las UFC/Eufe las bacterias sésiles
(BS) observadas en los cortes proximaisdesagie de las salivaderas dentales de acero
inoxidable(Al), colocados en los consultorios de Z1 y Z) an periodale exposicién

de 24 y 64 h(Negro: 24 h, rojo: 64)h

Figura 4.29- Microfotografia obtenida adavés de MEB den corte de la paredternade

una salivadera de acero inoxidaldelocado en la zona proxima al desaglie de una
salivadera d un consultoricodontolégico de Z1 de la ciudad de La Plata, con un periodo
de exposicion dé4 h. La flecha negra continusefialabacterias sésiles sobre la superficie
del material, la flecha negtiscontinuamuestra el ataque por picado del acerxinfable.
Barra: 20 &m.

87



Figura 4.30- Microfotografia obtenida #@ravés de microscopia depifluorescenciadd
biofil m f or mad ocorfe demnacevoiinbxidablie cofocatborpximo al desagile
de una salivadera del mismo material, en un consult®i@ de la ciudad de La Plata,
con un griodo de exposicion de 64 Ia flechablanca sefala bacterias sésiles tefiidas con
naranja de acridina. Magnificacion: 400 X.

Como puede observarse da Figura 4.29, la muesta obtenidade un corte de una
salivaderade acero inoxidable observadatravés de MEBpreviamente deshidratada,
fijada y secadaon puno critico, (item 3.4.Ppresenta bacterias sésitesforma cocoidea
adheridas a la superficie del material despuég4déorasde exposicionDurante dicho
periodoel equipo dental se mantuvo en reposo, con cese del flujo de agua.

En la Figura 4.30, puede observarse una muestra teflida con naranja de acridina y
observada pomicroscopia de epifluorescencial comparar con laFigura 4.29y 4.30

puede notarsain aumento en el nimeroldaeismo tipo debacterias sésiledespués de 64

horasde exposicionf{n de semana), con cese del flujo de agua corriente.
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4.3.3b) Andlisis de las UFC/cfrde las bacterias sésilggovenientes de
los cortes de ceramicde salivaderas dentales cqeriods de exposicion
de 24 y 64 horas
Se analizasn las UFC/crhde bacterias sésiles adheridas@(@0 para cada condicién)
cortes en total de saideras dentales de ceramicaldarentes periodode exposicion (24
y 64 H. En los cultivos realizados engAr Mitis Salivarius incubados a 37¢0rante48
horasen condiciones de anaerobiosks identificaron cocos de la espe&ieeptococcs
salivarius En los cultivos realizados enedio de Ajar sangral 5% en condiciones de

aerobiosis se observaron bacilos Gram negativos no fermentdtogsesuladosde las

UFC/cnf obtenidos en estos medissmuestrarenlasFiguras 4.31.ay 4.31b.
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Figura 4.31a- Valores medios yerror estandar de las UFC/tite las bacterias sésiles
(BS) encontradasobre los cortes de cerami@@) proximosal desagie de las salivaderas
dentales de los consultorios de @djo) y Z2(verde), con 24 de exposicion.
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Figura 4.31b-Valores medios \error estandar de ld$FC/cnf de lasbacterias sésiles
(BS) encontradasdbre los cortes de ceramica (@pximosal desagie, de las salivaderas
dentales de los consultorios de @djo) y Z2 (verde), con 64 lile exposicion.

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

UFC/cnf de las lacterias sésiles observadas solbee cortes de cerdmica proximas

desaguie @l las salraderas dentaleorrespondientes Al son similares a Z2.

Bacterias sésiles (UFC/cm’ x 10°) 24hy 64 h
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Figura 4.31-c Analisis comparativo de los valores medios de las UF&dentas lcterias
sésiles(BS) encontradagn los corteproximosal desagiie de las salivade dentales de
ceramica(C), colocados en los consultorios de Z1 y Z2, con ufogede 24 y 64 hde
exposicion(Negro: 24 h, rojo: 64)h
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El andlisiscomparativo(Figura 431.c) delos valores registrados de amlvagiones (Z1)
y (Z2) presentaun aumentcen las bacterias sésil¢BS) con el tiempo de exposicign

detectandosen importante incremento de colondescocos Gram positigo

or Label
CERA1 BIOFILMF3 5 um

Figura 4.32- Microfotografiaobtenida a través de MEMR: las bactgas sésiles del biofilm
adherido a urorte de ceramica colocado proximo al desagiie de una salivadera del mismo
material,en un consultorio de Z1 de la ciudad de la Plata, coretingn de exposicion de

24 h Las flecha negra indican bacterias sésiles sumergidas en material polimérico
extracelular.Barra: 5 pm.
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Figura 4.33-Microfotografia obtenida obtenida a trawds MEB de las bacteriasésiles

del biofilm adherido ain corte de cerdmica colocado sobrealpdred interna proxima al
desagiie de una salivadera del mismo material, colocado en un consultorio de Z2 de la
ciudad de La Plata, con ueniodo de exposicion de 24 1a flecha blanca sefiala bacterias
sésiles inmersaen una matriz de material polimérextracelulares. Barra: 10m.
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Las Figuras 4.32y 4.33 corresponden a muestragpuestas 24 dmas sobre cortes de
ceramica. Se observa un importante nimero de bacterias cocoideas sumergidas en material
polimérico extracelular. Luego de 64ras de exposiion (Figura 4.34 se pudieron
distinguir bacterias filamentosas probablemente del tipo Actinomyces, posiblemente
proveniente de la saliva de los pacientes. La escasa presencia de cet@gum de
ingresodemuestra la influencia que ejerce la saliealas pacientes en la contaminacion

bacteriana de las salivaderas.

Figura 4.34 Microfotografia obtenida a través MEB de las bactergsésiles del biofilm
adherido aun corte de cerdmica colocado sobre la pared proxima al desagie, de una
salivadera del mismo materiatolocado en un consultorate Z2 de la ciudad de La Plata,

con un @riodo de exposicion de 64ras La flecha negraontinuaindicala presenciale
bacteriadilamentosasBarra: D um.
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Figura 4.35 Microfotografia olbenida a través de ME®&e las bacterias sésiles del biofilm
formado sobre un corte de ceramica colocado proximo al desagie de una salivadera del
mismo material, en un consultorio de Z2 de la ciudad de La Ptata un priodo de
exposicion de 64 .hLa flecha negrasefiala la preseraide bacterias sésiles filamesdas
asociadas a lasocosadheridos sobrel corte Barra: 20 & m.

Figura 4.36- Microfotografia obtenida a través de microscopia de epéhoencia del
biofilm formadof i-wni tsebe dn corte de ceramica colocado préximo al desagie de una
salivadera del mismo material perteneciente a un consutleridl de la ciudad de La
Plata, con ungriodo de exposicion de 64 lta flechablanca sefiala bacteriaslheridas a

la superficie del material, tefiidas con ngaae acridinaMagnificacién: 90 X.
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Figura 4.37- Microfotografia obtenida a través de naiscopia de epifluorescencial de
biofilm formadofi i n  gobre un@arte deeramica colocado proximo al desagiie de una
salivadera del mismo material perteneciente a un consultorio de Z2 de la ciudad de La
Platg con un periodale exmsisicon de 64 hLa flecha negra sefiala bacterias sésiles
tefiidas con narange acridina. Magnificaciof000 X.
La Figura 4.35 muestra bacterias filamentosas similares a las reportadas por Piovano
(1999).Las Figuras 4.36y 4.37 muestrarmayor numerale las bacteriaadherdassobre
los cortes de cendicaen relacion s deacero inoxidableLasmismas fueron observadas
a través de microscopio @tico con epifluorexencia tefiida con naranja de acridina,
después de las 64 horas de exposicién (un fin de semana) y deé@pea corriente por
el circuito de los equipos odontolégicos.
4.3.3c) Andlisis de las UFC/cfnde las bacterias sésiles provenientes de
los cotes de opalia de salivaderas dentales coperiods de exposicion
de 24 y 64 horas
Se analizaron las UFC/énde bacterias sésiles adheridas a 38 cortes en total de
salivaderas dentalete opalina con dérentes periodos de exposici@# h y 64 h)Las

bacteriashalladascon mayor frecuencidueron cocosGram positivos de la especie

Streptococcs salivarits.
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Figura 4.38a Valores medios error estandar dex$ UFC/cnf de las bacterias sésiles
(BS) encontradasobre los cortes de opalif@) préximosal desagle de las salivaderas
dentales de los consultorios de @djo) y Z2(verde), con 24 de exposicion.
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Figura 4.38b- Valoresmedics y error estandar de ld$FC/cnt de lasbacterias sésiles
(BS) encontradasobre los cortes de opalif@) proximosal desagle de las salivaderas
dentales de los consultorios de @djo) y Z2(verde), con 64 de exposicion.

Tal como muestralas Figura 4.38a y 4.38b los valores medios de las UFC/cde las

bacteriasadteridas sobre los cortede opalina ubicadoproximos al desage de las
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salivaderasa las 24 y 64 trasde exposicion, en ambas regione&l y Z2) fueron

similares.
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Figura 4.38.c- Anélisis comparativo de logalores medios de las UFC/€rde lasbac

terias sésilefBS) encontradasen los cortes cercanos al desagle de las salivaderas dentales
de opalingO), colocados en los consultorios deyZ2, con un periodo de 24 h y 64lb
exposicion(Negro: 24 h, rojo: 64)h

El analisis comparativo des valores de las UFC/¢me Ias bacterias sésiles obtersdde
ambas regione&1 y Z2) para24 y 64 horas de ergicion (Figura 4.38.c) muestra que el
numero ddas bacteriaseincremend con eltiempo.

La Figura 4.39 muestraen detalle de bacterias adheridabre los cortes de opalina de las

salivaderas dentales qaebre los de acero inoxidablecgramica, después de 6drasde

exposicion
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Figura 4.39Microfotografia obtenida a través de MER: bacterias sésiles provenientes

del biofilm formado sobre un corte de opalina colocado préximo al desagie de una
salivadera de del mismo material, perteneciente a un consultorio odontolégico de Z2 de
ciudad de La Plata, con uregiodo de exposicion de 24 ha flecha negra muestra
bacterias adheridas sobre el material. Barra: 2 pm.

Figura 4.40- Microfotografia 6ptica por epifluorescencia de un biofilm formédon vi t r 00
sobre un corte depalina colocado sobre una salivadera del mismo material perteneciente a

un consultorio de Z2 de la ciudad de La Rlatan un periodo de exposicidle 64 h La

flecha blancasefiala la presencia de bacterias sésiles (cocos), la flecha gris muestra la
direccion @& las rayaduras que coincide con la orientacion preferencial de algunas
bacterias. Magnificadin 400 X.
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4.3.3d) Andlisis comparativo de los valores medioslate UFC/cni de las
bacterias adheridas sobtes tres materiales.

Se realizé un andlisis comparativo de los valores medios de las UF@das bacterias

sésiles de cortes ubicadgmdximos al desaglie de las salivadetaslos tres materiales
estudiados (acermoxidable, cerdmica y opalina) con 24 y 64 horas de exposicién en Z1y
Z2.

Las Figuras 4.41a y 4.41b muestranla influencia del material de la salivadera en el
namero de bacterias adheridas. Los mayores val@réssmicroorganismose obtuvieron

para la ceramica, seguidos por la opalina y el acero inoxidable. La carga microbiana
aumentd considerablemente al incrementar las horas, siendo el cambio mayor en el caso de

la ceramica.Kigura 4.38.0.
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Figura 4.41a-Anélisis comprativo de los valores medidglas UFC/cnf de las bacterias
sésiles(BS) encontrada®n los cortes proximoal desagle de las salivaderas de acero
inoxidable, ceramica y opalirfal, C, O) colocados en los consorios de Z1 y 2, con un
periodo de exposicion de 24(Negro: acero inoxidable, verde opalina, rojo: ceramica).
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Figura 4.41b-Andlisis comparativo de los valores meslitelas UFC/cnf delas bacterias
sésiles (BS) encontraslan los cortes cercanos al desagle de las salivaderas de acero
inoxidable, cerdmica y opalif@l, C, O), colocaas en los consultorios de Z1 Y Zcon

un periodo de exposicion @4 h. (Negro: acero inoxidablegerde opalina, rojo: ceramica,

h: horas dexposicion).

4.3.4 Andlisis delas UFC/cnide loshongos sésiles provenientesldg cortes de
las salivaderas dentales.

Se analizarodas coloniasde los hongosésiles adheridos sobre un total de 118 cortes
proximosal desagie de las salivaderas dentales de los tres materiales, colocados en los
consultorios seleccionades Z1y Z2.

4.3.4a) Andlisis de las UFC/cfrde los hongos siss provenientes des

cortes de acero inoxidable das salivaderas deales con periods de

exposcion de 24 y 64 dras.
Se analizaron las UFC/éme hongos sésiles adherida 40cortes en tota{10 para cada
condicion) de salivaderas dentales de acero inoxidable con diferentesdqserie
exposicion (24 y 64)h Las nuestras se obtuvieron a partir del biofilm formado sobre los

cortes de las salivaderas por loscnmorganismos provenientes dagua corriente de

egreso hacia las salivaderas dentales y de los pacientes sin enfermedad periodontal
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asistidos en los consultos seleccionadoEn los cultivos realizados ergarMelitadode
Saboreaud se observaron colonias de hongos ambientales de color verde y aspecto
algodonoso, y grandes colonias blancas de aspdtitmie, similares al génerGandida.

Los resultadoslatenidos son los que se muestemnlasFiguras 4.42.ay 4.42b.

Como se observa en laggura 4.42ay 4.42b los valores de las colonias de los hongos
sésiles observados en lostesrde acero inoxidable con un periodo de exposicion de 24

horas, son simdlres en ambas region@d y Z2).
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Figura 4.42a Valores medis y errorestandar déas UFC/cm de los hongos sésiles
(HS) encontradossobre los cortes de acero inoxidafid) proximosal desagie de las
salivaderas denta$ & los consultorios de Z1 (rojo) y Z2efde), con 24 ke exposicion.
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Figura 4.42b- Valores medis y error estandade las UFC/crhde los hongos sésiles
(HS) encontradossobre los cortes de acero inoxidaf#d) proximosal desagie de las
salivaderas dentaede los consultorios de Z1 (rojo) y Z&(de), con 64 ke exposicion.
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Figura 4.42.c- Andlisis comparativo de los valores mediteslas UFC/crh de los hongos
sésiles(HS) observados eifos cortes proximosl desagie de las salivade dentales de
acero inoxidabl€Al), colocados en los consultorios dey¥Z2, con periodsde 24 h'y

64 hde exposicion.

(Negro: 24 h, rojo: 64)h

101



En laFigura 4.42.c se observal analisiscompaativo de los valores de las medias de las
UFClcnf de los hongos sésiles adheridos en los cortes proximos al desagiie de las
salivaderas de acero inoxidablenuestran un incremento en relacion al tienge
exposicion de las muestras variacion es mas importarga algunos consultorios como
el N° 19 (flecha gris).

4.3.4b) Andlisis de las UFC/cfrde los hongos sésiles provenientesoge

cortes deceramicade las salivaderas dentales coperiods de expsicion

de 24 y64 horas
Se analizaron las UFC/éde hongos observados sobrecé@tes(10 para cada condicion)
proximos al desagude salivaderas de ceramidan los cultivos realizados engAar de
Saboreaud se observaron colonias de hongos ambientales de color verde y aspecto
algodonoso, y grandes colonias blancas de aspeattnte, similares al génercandida
Los resultados obtédos son los que se muestran en las siguiditgsas 4.43ay 4.43.
b. Las mismas muestran que los valores de las UFGQlertos hongos sésiles encontrados

en los cortes de cerdmica cercanos al desagie de las salivaderas de@thlgsZ@eson

similares.
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Figura 4.43a- Valores medisy error estandade las UFC/cnf de loshongos sésilegHS)
observados sobre los cortes de cerarf@aercanos al desagie de las salivaderas dentales
de los consultorios de Ziojo) y Z2 (verde), con 24 ke exposicion.
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Figura 4.43b- Valores medis y error estandade las UFC/cnf de loshongos sésiles
(HS) observados sobre los cortes de cerarff@acercanos al desagie de las salivaderas
dentales de los consorios de Z1(rojo) y Z2 (verde), con 64 e exposicion.
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Figura 4.43.c- Analisis comparativo de ovalores medios de las UFCfcde los hongos
sésiles(HS) encontrado®n los cortes cercanos al desagie de las salaadientales de
ceramica(C), colocados en los consultorios de X2, con periodos de 24 h y 64a
exposicion(Negro: 24 h, rojo: 64)h

En la Figura 4.43.c se muestrain incrementode hongos séilesn relacion al tiempo de
exposiciénLa variacid es mucho mas importante en algunos consultodogparalN® 10

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

Figura 4.44 Fotografia de urultivo en Agar Melitado de Saboreadd hongos sésiles
del géneroCandidaextraidos del biofilm admelo sobre un corte de ceramica, colocado
préximo al desagile de una salivadera dental del mismo material.
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