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RESUMEN

En la literatura se ha descrito la presencia de Candida albicans (C. albicans) en bolsas
periodontales profundas lo que nos llevd a pensar que la C.albicans puede crecer y
desarrolarse en condiciones de aerobiosis facultativa. El presente trabajo de investigacion
tiene como objetivo evaluar la influencia de la aerobiosis facultativa en la produccion de

biofilm , en la viabilidad y en la morfologia de Candida albicans.

Se trabajo con una cepa de C. albicans ATCC y cuatro cepas aisladas de bolsas periodontales
profundas, las cuales fueron distinguidas usando CHROMagar. Acto seguido se colocaron en
caldo Saburaud y se llevo a una incubadora a 37°C por 72 horas en condiciones de aerobiosis
facultativa. Después de este tiempo, se midio la produccién de biofilm por peso seco, su
viabilidad por unidades formadoras de colonia y se observo en microscopio su morfologia.
Finalmente los datos se procesaron utilizando ANOVA de una via con la prueba estadistica

Tukey y el valor de P < 0.0001 se consideré estadisticamente significativo.

Los resultados demostraron como influye la aerobiosis facultativa en las cepas de C.albicans
aisladas de bolsas periodontales , debido a que en estas condiciones se logr6 un mayor
crecimiento de Unidades Formadoras de Colonia en las cuatro cepas aisladas de bolsas
periodontales (BP1, BP2, BP3y BP4) respecto a la cepa de C.albicans ATCC , que presentd
un menor crecimiento de UFC. Asi mismo los resultados muestran que la aerobiosis
facultativa influye en la produccion de biofilm, de manera que, se mostré6 mayor peso seco
de biofilmen la BP1, BP2 Y BP3 respecto a la ATCCy ala BP4 . A nivel de microscopia,
los resultados obtenidos fueron que en su morfologia la mayoria tuvo predominacién de hifas
mas que levaduras. Podemos inferir, considerando los resultados de estos 3 factores, que las
cepas de C. albicans aisladas de bolsas periodontales tienen un mayorr factor de virulencia
en estas condiciones de aerobisois facultativa

Finalmente podemos concluir , teniendo en cuenta todos los aspectos analizados en la presente
investigacion, que si existe una influencia de la aerobiosis facultativa en la produccion de

biofilm, en su virulencia y en la morfologia de C.albicans.

Palabras claves: Candida albicans, aerobiosis facultativa, bolsas periodontales.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




== . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE £ - R\ CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

ABSTRACT

The presence of Candida albicans (C. albicans) in deep periodontal pockets has been described
in the literature, which led us to believe that C. albicans can grow and develop under facultative
aerobic conditions. The present research work aims to evaluate the influence of facultative
aerobiosis on biofilm production, viability and morphology of Candida albicans.

We worked with one strain of C. albicans ATCC and four strains isolated from deep periodontal
pockets, which were distinguished using CHROMagar. They were then placed in Saburaud
broth and placed in an incubator at 37°C for 72 hours under aerobic conditions, and another
group of strains were placed at 37°C under facultative aerobic conditions. After this time,
biofilm production was measured by dry weight, its viability by colony-forming units and its
morphology was observed under a microscope. Finally, the data were processed using one-way
ANOVA with the Tukey statistical test and the value of P < 0.0001 was considered statistically

significant.

The results demonstrated the influence of facultative aerobiosis on C. albicans, since it was
observed that under these conditions a greater amount of biofilm was produced than under
aerobic conditions, through the determination of dry weight. Likewise, the results show its
cellular viability since there is greater formation of colony-forming units under these
conditions. At the microscopic level, the morphology of hyphae was mostly verified rather than
yeasts.

Finally, we can conclude, taking into account all the aspects analyzed in the present
investigation, that there is an influence of facultative aerobiosis on the production of biofilm,

its virulence and the morphology of C. albicans.

Key words: Candida albicans, facultative aerobiosis, periodontal pockets.
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INTRODUCCION

Las enfermedades periodontales consideradas como la principal causa de pérdida de piezas
dentarias en adultos, son prevalentes y llegan a afectar significativamente a la salud publica,
segun el Ministerio de Salud del Pert (Minsa), la prevalencia en nuestro pais es del 85%.
Como signo clinico més importante de las enfermedades periodontales detallamos a la bolsa
periodontal, que se define como la profundizacion patoldgica del surco gingival, que se
origina inicialmente con la inflamacion del tejido conectivo de donde resulta una
degeneracion de fibras gingivales y destruccion de fibras de colageno, generada
principalmente por la accion de las endotoxinas de la placa bacteriana. Asi mismo, la bolsa
periodontal de acuerdo al grado de compromiso y en un estadio avanzado puede llegar a
generar la pérdida total de tejidos que forman parte del soporte y por consecuencia la pérdida

de la pieza dentaria.

Como patodgenos oportunistas precisamos a las levaduras que desencadenan enfermedades en
huéspedes comprometidos por procesos sistémicos o por procesos patoldgicos locales. Se ha
descrito en la literatura la presencia de Candida albicans (C. albicans), en bolsas periodontales
profundas, sugiriendo una funcion principal de este oganismo en la patogénesis de la
periodontitis, lo que nos lleva a pensar que la Candida albicans podria crecer y desarrollarse

en un ambiente de aerobiosis facultativa.

En relacion con eso, evaluaremos si las especies aisladas de C. albicans se ven influenciadas.
en esas condiciones ambientales, esta caracteristica podria estar relacionada a la virulencia de
dicha levadura para poder penetrar en los tejidos y de esta manera poder adquirir nutrientes.
Otra caracteristica de interés de esta levadura es su capacidad de producir biofilm, ya que esta
estructura serd vital para su mantenimiento, obtencidén de nutrientes, defensa de factores

externos, replicacion y de su sobrevivencia.
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CAPITULO I
PLANTEAMIENTO TEORICO
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Determinacién del Problema

Las bolsas periodontales de mas de 5mm de profundidad, contienen dentro de su
microbioma, diversos tipos de microorganismos los cuales pertenecen a los complejos
naranja y rojo de Socransky. En este sentido el microambiente que existe es
frecuentemente anaerobio estricto. Sin embargo, por ser una displasia gingival, esta
ademas presenta otro tipo de microorganismos aerobios facultativos, osea, que son
viables a un microambiente con cierta cantidad de oxigeno. Varios estudios, han
corroborado la existencia de Candida albicans dentro de estas bolsas periodontales,
por lo cual, una levadura aerébica, puede subsistir en estos microambientes y
contribuir con la patologia de los tejidos blandos. En este sentido, el presente trabajo
de investigacion pretende evaluar la influencia de la aerobiosis facultativa en la
produccion de biofilm, viabilidad y morfologia de C. albicans aisladas de bolsas

periodontales profundas.

1.2. Enunciado del Problema:

“INFLUENCIA DE LA AEROBIOSIS FACULTATIVAEN LA PRODUCCION DE
BIOFILM, VIABILIDAD Y MORFOLOGIA DE CANDIDA ALBICANS
EN LA UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA — AREQUIPA 2024”

1.3.Descripcion del Problema

1.3.1. Area de conocimiento

a) Area General: Ciencias de la salud.
b) Area especifica: Odontologia.
c) Especialidad: Periodoncia

d) Linea o topico: Microbiologia
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1.3.2. Operacionalizacion de variables

Y

VARIABLES | INDICADORES SUB INSTRUMENTO
INDICADORES

Produccion Aerobio Peso seco de

de biofilm facultativo Biopeliculas biofilm

de C.

albicans

Viabilidad Aerobio Células Unidades

de C. facultativo Formadoras de

albicans Colonia

Morfologia Aerobio 1. Levadura Microscopia

microbiana facultativo 2. Pseudohifa electronica  de
3. Hifa barrido

1.3.3. Interrogantes basicas

a) ¢Influird la aerobiosis facultativa (CO2 al 15%) en la produccion de biofilm

de la Candida albicans?

b) ¢Influird la aerobiosis facultativa (CO2 al 15%) en la viabilidad de la Candida

albicans ?

c) ¢Influird la aerobiosis facultativa (CO2 al 15%) en la morfologia de la

Candida albicans?

1.3.4. Taxonomia de la investigacion

TIPO DE ESTUDIO DISENO NIVEL

Por la técnica Por el Por el N° de Por el Por el Experimental | Experimental
ABORDAJE de recoleccion tipo de mediciones N° de ambito de
dato de la variable grupos recoleccion
dependiente
Experimental | Prospectivo | Longitudinal Descriptivo
Cuantitativo Laboratorial
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1.4. Justificacion

1.4.1. Novedoso
Estudios previos determinaron la presencia de candida albicans en bolsas
periodontales en relacion a eso, la novedad del presente trabajo de
investigacién es que se expondra a la Candida albicans a un medio de
aerobiosis facultativo y evaluaremos la influencia en la produccion de biofilm,
viabilidad y en su morfologia aportando asi un conocimiento diferente a un
aspecto ya estudiado.

1.4.2. Relevancia actual

En las ultimas décadas, estudios revelan un aumento en la prevalencia de la
periodontitis en la poblacion adulta latinoamericana (70%) . En este trabajo de
investigacién aportamos conocimientos de relevancia e importancia para poder
asi dar nuevas luces de investigacion en bien de la Odontologia moderna.
1.4.3. Factibilidad
Es factible realizar este poyecto de investigacion debido a que se cuenta con
el acceso a las unidades de estudio, recursos, tiempo para la investigacion,
infraestructura adecuada y presupuesto, lo que lo convierte en un trabajo
viable.
1.4.4. Interés Personal

Es de mi interés, obtener el Titulo Profesional de Cirujana Dentista.

2. MARCO CONCEPTUAL

2.1. Candida albicans

Como un microorganismo local polimérfico oportunista describiremos al hongo C.
albicans, que forma parte de la familia sacaromicetos y su forma de reproduccion es
asexual por gemacion, lo que consiste en una division del cuerpo del progenitor (1).

Es disformico, se desarolla de una forma diversa en respuesta a estimulos ambientales,
por lo que su caracteristica principal es evadir los mecanismos de defensa que esten
en relaciéon con la inmunidad celular del huésped(1). Lo podemos encontrar en la
microbiota del &rea mucocutanea, gastrointestinal y genitourinaria, este comensal

oportunista bajo ciertas condiciones y en el hospedero susceptible, tiene la capacidad
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de causar tanto infecciones superficiales como sistémicas, convirtiendose asi en el

hongo patogeno principal del ser humano (2).

Se considera que su habitat principal en la cavidad oral es la lengua y puede colonizar
sitios como la mucosa oral, los tejidos gingivales, la dentinay las bolsas periodontales,
afectando en los procesos inflamatorios por los distintos factores de virulencia,

proliferandose y liberando exoenzimas que promueven la degradacién de tejidos (2).

2.1.1. Morfologia

Tradicionalmente presentan la formas de levaduras, donde presenta un aspecto
de céulas redondeadas u ovoides de aproximadamente de 4 -6 pum por 6- 10 um
de tamafo. Cuando presenta forma de hongo filamentoso, produce hifas
verdaderas y pseudohifas(3).

En agar Sabouraud , macroscopicamente se oberva con bordes regulares y centro
algo prominente, crece fomando colonias blandas, blancas, de un aspecto

cremoso y lisas(4).

2.1.2. Factores de virulencia

Son las habilidades con las que los diferentes agentes patégenos llegan a
producir la infeccion, invasién y modulacion de la respuesta inmune a su
favor(5). Los factores de virulencia de este patdgeno oportunista abarcan su
adherencia a las células del hospedero, la secrecion de enzimas degradativas y
por ultimo el cambio de morfologia asi mismo pemite la colonizacién en la

mucosa oral y en las bolsas periodontales(6).

a) Adherencia
La adhesion a las células del huesped es crucial para el inicio y
mantenimiento de la relacién de comensal, ademéas de ayudar a la
colonizacién de las células epiteliales, endoteliales, factores solubles,
matriz extracelular y materiales inertes(5).
Existen dos mecanismos que establecen uniones de distintas natualeza
unos de caracter fisico — quimico que aproximan el patogeno a la

superficie del hospedero, como la hidrofobicidad, y otros de naturaleza
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especifica que comprometen la apariencia de adhesinas y receptores en

el sustrato(6).

b) Enzimas degradativas secretadas

Se encuentran a dos grandes familias de enzimas degradativas
secretadas, donde describimos a las aspartil proteinasas (SAP,
codificadas por 10 genes) vy a las fosfolipasas (PL)(5).

Las primeras mencionadas, pueden estar incorporadas en la pared celular
y sirven para que la Candida albicans pueda hidrolizar proteinas del
hospedero como colégeno, laminina, fibronectina, mucina, lacto-ferrina
e inmunoglobluinas(5). De esta manera llegan a invadir entre las células

epiteliales, nutrirse y asi poder evadir la respuesta imnune(5).

c) Cambio de morfologia

La C. albicans, es polimorfo, lo que nos dice que puede cambiar su
morfologia de levadura, redonda u ovoide a elongada y filamentosa (hifa
y pseudohifa), lo que le concede mayor virulencia, capacidad de evadir
el sistema imnune y de anular la respuesta proinflamatoria (7) . Las hifas
verdaderas, se desarollan en la presencia de suero a 37°C, pH de 7 y de
una concentracion de CO2 de 5,5%, diferentes estimulos para el
crecimiento unicelular son temperaturas mas bajas, ph mas acido,
ausencia de suero y altas concentraciones de glucosa (7).

La forma de levadura, es de mucha utilidad para facilitar la diseminacion
del hongo en el torrente sanguineo al adherirse a las céulas endoteliales,
por otro lado la hifa es responsable de la invasion celular (7). Se han
estudiado sobre las sefiales ambientales para inducir el cambio de
morfologia; la C. albicans, en contacto con medios abidticos o células
del hospedero provocan el desarrollo de hifas (tigmotropismo) y la
induccién paralela de las adhesinas asociadas a ellas (7).

Este cambio morfoldgico depende también de la densidad celular, quiere
decir, si es menor de 106 células/mm se inducira a la morfologia de hifa,

esto se conoce como efecto del tamarfio del in6culo(5).
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2.1.3. Formacion de biopeliculas
La mayoria de patologias causadas por la C. albicans estan relacionadas con la
produccién de biofilm, entre las que se encuentra la enfermedad periodontal,
patologia pofundamente relacionada con este hongo(8). Su presencia forma
parte de un factor esencial para el desarrollo de infecciones , debido que,
posibilita la interaccién ya sea por sinergia, antagonismo, coagregacion con

microorganismos que se pueden hallar en la placa dental(8).

Las biopeliculas , por su parte, evitan que los microorganimos puedan evadir los
mecanismos de defensa del huésped y resistan la accion de los farmacos
antimicrobianos, por otro lado también estan relacionados en mantener la salud
regulando el sistema inmune y evitando la expansion de los microorganimos

patdgenos(8).

2.2. Periodontitis

Esta enfermedad periodontal, se define como multifactorial crénica inflamatoria,
asociada con biopeliculas de placa disbiotica, que orientan a respuestas inflamatorias
destructivas de foma continua del tejido que le propociona soporte a la pieza dentaria
(9). La periodontitis se ve relacionado con una gama diversa de bacterias gram-
negativas y grampositivas, levaduras patogenas que involucran la salud del huésped, las
que habitan agrupadas en gran parte en la lengua, paladar, saliva y mucosa oral (9).

En el desarrrollo de esta enfemedad, se forman bolsillos profundos en el tejido
periodontal, en donde se pueden alojar microorganismos anaerobios(10). Dichos
microorganismos llegan a desencadenar la libercion cronica de mediadores
inflamatorios, como por ejemplo citocinas, prostaglandinas, y enzimas de neutrofilos y
monocitos(10).Esta inflamacion resultante compromete el ligamento periodontal, las
encias, el hueso alveolar también existe la pérdida progresiva de insercion clinica e
inicia la pérdida dsea alveolar evaluada radiograficamente, se profundizan las bolsas
periodontales y asi mismo se hacen existentes grandes profundidades de sondaje,

movilidad y migracion patoldgica(10).
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2.2.1. Clasificacién

El prondstico de esta patologia es de utilidad para el manejo de decisiones
clinicas, por lo que es de suma impotancia tener una clasificacion precisa de los

subtipoos de condiciones segun la severidad, complejidad y distribucion (11).

En 2017 se realizo un taller mundial copatrocinado por la Academia
Americana de Periodoncia (AAP) y la Federacién Europea de Periodoncia
(FEP) donde expertos periodontales se congregaron para revisar, actualizar y

presentar una nueva clasificacion, hoy la més aceptada (11):

2.2.1.1. Estadios

e Estadio I: Periodontitis inicial
Pérdida de insercion clinica interdental en el sitio de mayor pérdida
de 1 a 2 mm, pérdida Osea radiografca menos de 15% del tercio
coronal de la raiz, sin pérdida dentaria por periodontitis.
Profundidades al sondeo menores o iguales a4 mm , la mayoria con

pérdida 6sea horizontal(12).

e Estadio Il: Periodontitis moderada
Pérdida de insercidn clinica interdental en el sitio de mayor pérdida
de 3 a 4 mm, pérdida Osea radiografca de 15% a 33% del tercio
coronal de la raiz, sin  pérdida dentaria  por
periodontitis(12).Profundidades al sondeo iguales o mayores a 5

mm , la mayoria con pérdida 6sea horizontal(12).

e Estadio Ill: Periodontitis severa con potencial para pérdida dental
adicional
Pérdida de insercidn clinica interdental en el sitio de mayor pérdida
igual o mayor a 5 mm, pérdida 6sea radiografca extendiéndose a la
mitad o al tercio apical de la raiz, con pérdida dentaria por
periodontitis menor o igual a 4 dientes(12). Asimismo de la
complejidad del estadio Il, profundidades al sondeo mayores o

iguales a 6 mm, pérdida désea vertical mayor o igual a 3mm,
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involucracion. De furcacién clase 1l o 111, defecto moderado del
reborde(12).

e Estadio IV: Periodontitis avanzada con potencial. Para pérdida de
la denticion
Pérdida de insercidn clinica interdental en el sitio de mayor pérdida
igual o mayor a 5 mm , pérdida 6sea radiografca extendiéndose a la
mitad o al tercio apical de la raiz, con pérdida dentaria por
periodontitis igual o mayor a 5 dientes(12). Asimismo de la
complejidad del estadio 111, necesidad de rehabilitacion compleja
debido a: disfuncion masticatoria, trauma oclusal secundario
(moviilidad dentaria grado 2 o mayor), defecto severo del reborde,
colapso de la mordida, migracion, vestibularizacion, menos de 20

dientes remanentes(12).

2.2.1.2. Extension y distribucion

e Localizada: < 30% de los dientes involucrados

e Generalizada: >30% de los dientes involucrados

e Patron incisivo - molar

2.2.1.3. Grados

e A (tasa de progresion lenta):
Sin evidencia de pérdida 6sea radiografica o pérdida de insercion
clinica en més de 5 afios, gran cantidad de depdsitos de biopelicula
con bajos niveles de destruccion, pérdida de hueso por afio <
0.25%(13).

e B (tasa de progresion moderada)
Evidencia de pérdida Osea radiografica o pérdida de insercion
clinica menor de 2 mm en més de 5 afios, destruccion acorde con
los depositos de biopelicula, pérdida de hueso por aio < 0.25%. —
1.0%(13).
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e C (tasa de progresion severa)
Evidencia de pérdida 0sea radiografica o pérdida de insercion
clinica igual o mayor a 2 mm en mas de 5 afios, la destruccion
excede las expectativas esperadas para los depoésitos de
biopelicula, falta de respuesta esperada a las terapias estandar de
control bacteriano, pérdida de hueso por afio >1.0(13).

2.2.2. Factores de riesgo

e Verdaderos factores de riesgo: factor ambiental, biol6gico asociado o de
comportamiento confirmado por una secuencia temporal en estudios
longitudinales(14). Entonces a mayor exposicion, mayor porcentaje de
desarrollar la enfermedad y a menor exposicién, menor probabilidad de
adquirir enfermedad (Tabaco y diabetes) (14).

¢ Indicadores de riesgo: factores de riesgo potenciales, factores causales,
biologicamente plausibles, sélo demuestran asociacién a peridontitis en
estudios transversales( Estrés, osteoporosis, obesidad, higiene oral) (14).

e Determinantes de riesgo: factores de susceptibilidad , factores de riesgo
no modificables ( Edad, sexo, aza, genotipo, estatus socioeconémico)
(14).

e Predictores de riesgo: Factores biologicos indicativos de enfermedad ,
pero no forman parte de la cadena causal de la enfermedad(14). Se asocian
a mayor probabilidad de padecer la enfermedad ( Sangrado al sondaje)
(14).

2.3. Bolsa periodontal

Definicion de la bolsa periodontal, es una profundizacion patoldgica del surco
gingival y es la caracteristica clinica mas relevante de las enfermedades

periodontales(15), esta profundizacion del surco se puede dar por:

o Movimiento coronal del margen gingival
o Desplazamiento apical de la unién gingival

. Combinacion de los dos, antes mencionados
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2.3.1. Clasificacién

2.3.1.1. Bolsa gingival (relativa o falsa)

También conocida como seudobolsa, se forma gracias al agrandamiento
gingival, sin aparente destruccion de los tejidos periodontales subyacentes,
dicho surco se hara de mayor profundidad debido al mayor volumen de
encia(16).

2.3.1.2.Bolsa periodontal ( absoluta o verdadera)

Definida como la profundizacon patoldgica del surco gingival, en otras
palabras, es una fisura patoldgica entre la pared interna de la encia y la
superficie del diente(16). Presenta destruccion de los tejidos periodontales de
soporte , presenta movilidad y la exfoliacién de las piezas dentarias en estados

avanzados(16),son:

e Suprabseas
Conocidas también como supracrestales o supraalveolar, el patron
de destruccion 6seo es horizontal del hueso subyacente,
radiograficamente se llega a observar lesiones incipientes(15).

e Intradseas
Tambien nombradas infraoseas, subcrestal o intraalveolar, en
relacion al hueso alveolar adyacente el fondo de la bolsa
periodontal es apical, por lo que la bolsa lateral se describe. Entrre
la superficie dental y el hueso alveolar. En este caso el patron de

la destruccion osea es angular o vertical(15).

2.3.2. Caracteristicas clinicas

e Presenta encia marginal engrosada de color rojo azulado
e Hemorragia gingival

e Supuracion

e Formacion de diastema

e Movilidad de la pieza dentaria

e Superficies radiculares expuestas
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e Pérdida paulatina de la encia interdental

2.3.3. Patogénesis

La bolsa periodontal se forma inicialmente con la inflamacion del tejido
conectivo del surco gingival posteriormente se produce el exudado celular y el
liquido inflamatorio va a generar la degeneracion del tejido conectivo
circulante y tambien de las fibras gingivales(17). Las fibras de colageno son
destruidas de forma apical al epitelio de unién, ahora los componentes que
ocupan el area son las células inflamatorias y el edema(18).

La parte coronal del epitelio de union se va a desprender de la raiz y va migrar
en sentido apical, por lo que el tejido pierde cohesion y se desprendera de la
superficie dental, por consiguiente el fondo de surco cambia apicalmente y una
mayor porcién del surco sera ocupada por el epitelio bucal y esa es la estructura
de la bolsa(18).

2.3.4. Histopatologia
Existen caracteristicas microscopicas de suma importancia que estan
presentes, como los cambios en la pared del tejido blando y los cambios
degenerativos de la bolsa a lo largo de la pared lateral(17). En la
microtopografia de la pared gingival, expuesto al microoscopio, en la bolsa
periodontal se puede observar areas ovales alargadas irregulares, que miden
aproximadamente entre 50 y 200 nm(17), tales como:
e Area de reposo relativo
e Area de acumulacion bacteriana con depresiones en la superficie
epitelial
e Area de leucocitos
e Area de interaccion entre leucocitos y bacterias
e Area de descamacion epitelial intensa
¢ Ulceracion con tejido conectivo exuesto

e Area de hemorragia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




&% - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE | CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

2.4. Biofilm en la cavidad oral

Tanto en la cavidad oral y en la orofaringe se presenta un sistema de estructuras que
debido a su forma, textura, temperatura, niveles de oxigeno y diferentes mecanismos de
autolimpieza, hacen posible la existencia de diversas especies microbianas que van
actuar protegiendo al hospedero, y estas son mayormente conocidas como biofilm
(19).Actualmente se han descrito mas de 700 especies bacterianas que forman parte de
la microbiota bucal normal, su presencia es necesaria y hace posible el equilibrio
necesario para el mantenimiento del estado de salud (20).

La cavidad oral tiene un ecosistema conformado por organismos que son
fisiologicamente distintos, los que coexisten exitosamente ya que poseen mecanismos
adaptativos y gracias a la pesenfcia de sitios que posibilitan su adhesion como la lengua,
la superficie de los dientes, surco gingival, entre otros(20).

En algunas condiciones de diferente naturaleza , hay alteraciones cuanticualitativas de
la flora comensal y los microrganimos pueden llegar a proliferar de tal manera que
atentan contra el quilibrio huésped — parasito y exponen las capacidades defensivas del
primero, tal es el caso de las colonizaciones bacterianas que dan origen a las

enfermedades gingivales y periodontales(19).

El biofilm se forma cuando las bacterias flotantes encuentran una superficie y se
adhieren a ella, sequidamente desarrollan una cubierta polisacarida protectora (21).
Ademas se le considera como un conjunto de biomasa con microcirculacién, que hace
posible que las diferentes comunidades bidticas se complementen
nutricionalmente(21). La resistencia ante las defensas del huésped y los antibioticos se

le confiere a que es una unidad englobada en polisacaridos extracelulares(21).

2.4.1. Fases de la formacion del biofilm
Se divide en 3 fases:
e Formacion de la pelicula adquirida
e Colonizacion inicial o primaria

e Colonizacion secundaria y maduracién
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2.4.2. Etapas en el ciclo vital del biofilm

Es un proceso dinamico que puede ser dividido en tres momentos:

e Adhesion
El sustrato tiene que ser adecuado para su absorcion reversible y
posteriormente la adhesion irreversible de la bacteria a la superficie. La
adhesion de bacterias sera mas facil en superficies mas asperas, mas
hidrofobicas y recubiertas por peliculas condicionantes como la pelicula
adquirida(22).

e Crecimiento
Una vez adherida, comenzara a dividirse y las celulas hijas se extienden
formando una microcolonia. Asimismo , comienzan a elaborar un
exopolisacarido que constituye la matriz del biofilm y se comienza a
desplegar(23).

e Separacion o desprendimiento
Luego de que alcanzd la madurez, se liberan de la matriz para colonizar
nuevas Yy diferentes superficies, con lo que finaliza el proceso de formacién

y desarrollo(23).

2.4.3. Composicion y arquitectura
Principalmente estructuradas por grandes colonias de bacterias sésiles
incrustadas en una matriz, también conformada por gran parte de
exopolisacaridos y en menor cantidad encontramos macromoléculas (
polisacaridos, &cidos nucleicos y proteinas) (24). La arquitectura no es solida,
los microrganismos viven en torreones celulares en forma tridimensional. Estos
torreones estan confomados por distintas microcolonias de distintas bacterias,

tanto aerdbicas como anaerdbicas(24).

2.4.4. Resistencia bacteriana que proporciona el biofilm

Las biopeliculas son muy resistentes a los antibioticos ,ya que la penetracion del
medicamento es lenta e incompleta, debido a la resistencia que forma la barrera
de exopolisacaridos(25). La resistencia que proporciona la estructura nos

explica la imporrancia de la desorganizacién mecanica de esta estructura antes
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de la prescripcion indiscriminada de antibioticos durante el tratamiento para las

enfermedades periodontales (25).

2.4.5. Ubicacion subgingival del biofilm

El medio ambiente que proporciona el surco gingival puede influir en el
desarrollo del biofilm, la forma y estructura del surco gingival y de la bolsa
periodontal los convierten en los sitios menos accesibles a las actividades de
limpieza por lo que se convierten en zonas retentivas y contribuyen a la
formacién de un medio estancado, donde los organismos que no pudieron
adherirse a superficies dentarias tienen la oportunidad de colonizar(26).
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3. ANALISIS ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

3.1. Antecedentes Internacionales

TITULO: “Las condiciones anaerobicas tienen una gran influencia en la formacion de la

clamidospora de Candida albicans”

AUTORES

Shannon Williams, lan Cleary, Derek Thomas

RESUMEN

La candidiasis representa ahora la cuarta infeccion nosocomial méas frecuente tanto en los EE.
UU. como en todo el mundo. Candida albicans es una amenaza cada vez més comun para la
salud humana como consecuencia del SIDA, la terapia con esteroides, el trasplante de érganos
y tejidos, la terapia contra el cancer, los antibiéticos de amplio espectro y otros defectos
inmunolégicos.  Desafortunadamente, estas infecciones tienen una  morbilidad
inaceptablemente alta, tasas de mortalidad y importantes repercusiones econémicas (costo
directo total estimado de aproximadamente 2 mil millones de délares en 1998 solo en hospitales
de EE. UU.). Este patogeno puede crecer tanto en formas de levadura como de filamento y el
potencial patdgeno de C. albicans estd intimamente relacionado con ciertos procesos clave,
incluida la filamentacion. Las chlamydosporas se consideran una forma inactiva de C. albicans
que sigue siendo poco estudiada. Las chlamydosporas se han utilizado ampliamente como
herramienta de diagndstico para separar a C. albicans y C. dublininensis de otras especies de
Candida. Mas recientemente, se han desarrollado medios que utilizan la formacién de
chlamydopsore para separar a C. albicans y C. dublininensis entre si. La formacion de
clamidosporas puede ser estimulada por condiciones hipoxicas, pero solo en tipos de medios
especificos limitados. Aqui, mostramos que las condiciones anaerdbicas son suficientes para
impulsar la formacién de clamidosporas en C. albicans en la superficie del agar rico en
nutrientes (27).

Palabras clave: Candida albicans; Chlamydospore; Filamentacion; Hipoxia.

DOI: 10.1007/s12223-022-01018-8
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TITULO: “Evaluacién fenotipica del efecto de la anaerobiosis en algunos atributos de

virulencia de Candida albicans”

AUTORES

Edvaldo Antonio Ribeiro Rosa, Rodrigo Nunes Rached, Sérgio Aparecido Ignécio, Rosimeire
Takaki Rosa, Wander José da Silva, Joyce Yick Yee Yau, Lakshman Perera Samaranayake
RESUMEN

La suposicion actual de que Candida albicans es un organismo anaerébico facultativo ha sido
ampliamente aceptada desde que su recuperacion de los sitios anoxicos se hizo comun. Sin
embargo, el vinculo entre la anaerobiosis y la virulencia sigue siendo incierto. Este estudio
investigd la hidrofobicidad diferencial de la superficie celular (CSH) utilizando una técnica de
particion de hidrocarburos/agua y analizé las tasas de secrecion diferencial de proteasas
secretoras de aspartital (Saps), esterasa, condroitinasa y hemolisinas de cepas de C. albicans
recuperadas de bolsas periodontales y sitios intraorales no relacionados con el periodontium.
Para las pruebas enzimaticas, todas las cepas de ambos conjuntos se cultivaron en condiciones
aerdbicas y anaerobicas y las células cosechadas se inocularon en medios de cultivo normales
o pre-reducidos adecuados en presencia 0 ausencia de oxigeno molecular, respectivamente.
Los resultados mostraron que no se percibian variaciones para la CSH y la condroitinasa
(P>0,05). Las tasas de secrecion de esterasa y hemolisinas disminuyeron fuertemente en un
entorno anoxico (P<0,0001). Sin embargo, se detecté un incremento constante (P<0,0001) en
la secrecion de Sap cuando se cultivaron en condiciones anaerdbicas. Sobre la base de estos
resultados, se sugiere que la concentracion de oxigeno en la atmosfera que rodea a las células
ejerce una influencia variable en los atributos de virulencia de C. albicans (28).

DOI: 10.1099/jmm.0.2008/001107-0
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TITULO: “Formacion de biopelicula in vitro de especies de Candida albicans y no

albicanas en condiciones dinimicas y anaerobicas”

AUTORES

Zaw M Thein ,Yuthika H Samaranayake, Lakshman P Samaranayake

RESUMEN

La comprensiéon del comportamiento del biofilm de las especies de Candida en diferentes
condiciones ambientales es clave para el desarrollo de medidas preventivas efectivas para las
infecciones por candida. Por lo tanto, en este estudio evaluamos el impacto del entorno
ambiental en la formacion de biopelicula de Candida utilizando placas de microtitura de
poliestireno y fondo plano de 96 pozos. Se compararon un total de 20, que comprenden 10
aislados clinicos cada uno de Candida albicans y especies no albicanas de Candida, por su
capacidad de formacién de biopeliculas tanto en condiciones aerobicas y anaerobicas, como
por condiciones estaticas y dinamicas. Se utilizé6 un ensayo de reduccion de XTT para
cuantificar el crecimiento sesil. La formacion de biopelicula de los 10 aislados de C. albicans
diferia significativamente entre los estados dindmicos y estaticos en ambas condiciones
atmosféricas (P<0,05). Para las especies de Candida no albicanas, se observé una diferencia
significativa en el crecimiento del biopelicula entre los estados dinamicos y estaticos solo
cuando se incubaron aerébicamente (P<0,05), y no se observo ninguna diferencia significativa
en la formacion de biopeliculas entre las condiciones aerobicas y anaerdbicas. La microscopia
electrénica de barrido revel6 que C. albicans produjo una biopelicula compacta multicapa
incrustada en una cantidad notablemente mayor de matriz polimérica extracelular en
condiciones aerdbicas/dinamicas en comparacion con las condiciones anaerobicas/estaticas.
Nuestros datos indican que la formacion de biopeliculas de C. albicans y especies no albicanas
de Candida esta modulada por las condiciones hidrodindmicas y los gradientes de oxigeno
ambiente. Sin embargo, se requiere mas trabajo para dilucidar completamente como las
biopeliculas de Candida persisten dentro del entorno oral bajo presiones ecoldgicas tan
desafiantes (29).

DOI: 10.1016/j.archoralbio.2007.01.009
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TITULO: “La anaerobiosis y el suero promueven la formacién de micelio por Candida

albicans en colonias con agar TSBV”

AUTORES

U. R. Dahle, I. Olsen

RESUMEN

Después del tratamiento periodontal a largo plazo con tetraciclina, puede surgir una
superinfeccion con Candida. El entorno reducido y el transudato sérico de la bolsa periodontal
pueden promover dicha infeccién. El presente estudio in vitro se realiz6 para determinar si se
promovio la transformacion levadura-micelio en un aislado periodontal fresco en condiciones
anaerobicas y en presencia de suero. C. albicans, aislado de un paciente con periodontitis
refractaria tratada con tetraciclina, se cultilé de forma anaerdébica o aerébica con TSBV o agar
dextrosa de Sabouraud a 29 grados C o0 37 grados C durante 72 horas, con un pH del medio de
5,6 0 7,2. El medio TSBV también se probd con su suero de caballo o extracto de levadura
eliminado. El crecimiento micelial se registro visualmente y mediante microscopia electronica
estéreo y de barrido. El cultivo anaerébico a 29 grados C o 37 grados C en TSBV proporciono
un micelio abundante en ambos pH. Después del cultivo aerobico, la fase micelial fue menos
pronunciada y mas abundante a un pH 7,2 que a 5,6. EI TSBV sin suero o extracto de levadura
produjo méas micelio después del cultivo anaerébico que después del cultivo aerébico, aunque
menos que cuando se incluyeron ambos componentes. EI medio de Sabouraud proporcion6
micelio escaso después del cultivo anaerébico, independientemente del pH, y ningin micelio
después del cultivo aerdbico (30).
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TITULO: “Inactivaciéon selectiva de heterocariones de Candida albicans por

anaerobiosis”

AUTOR

Un Sarachek

RESUMEN

Los heterocariones (hets), pero no los monocariones de Candida albicans, mueren cuando se
cultivan anaerdbicos en un medio minimo. Sus tasas de inactivacion aumentan con la
disminucién de las temperaturas de crecimiento de 37 grados C a 25 grados C. A 10 grados C,
sin embargo, la anaerobiosis no es letal y suprime la inactivacion que normalmente ocurre entre
los hets cultivados aerobicamente a esa temperatura. La muerte de hets por anaerobiosis puede
ser alterada significativamente por ciertos aminoacidos o intermedios de la respiracion
oxidativa proporcionados exdégenamente. El acido aspartico solo promueve la inactivacion,
mientras que la alanina, el acido glutdmico o la lisina individualmente no tienen efectos. Sin
embargo, el glutamato y la lisina combinados ofrecen una ligera proteccion contra la
inactivacion, mientras que el aspartato y el glutamato combinados, con o sin lisina, son
altamente protectores: la actividad de la combinacién aspartato-glutamato esta completamente
negada por la adicion de alanina. Otros aminoacidos comunes no tienen efectos en las
respuestas a la anaerobiosis, aparte de la capacidad, cuando se combinan, de aliviar el
antagonismo de la alanina para la combinacion de aspartato y glutamato. Las supervivencias
anaerdbicas también se ven reforzadas por el acido oxalacético o el &cido alfa-cetoglutarico, y
aun mas por una combinacion de estos dos intermedios. Las resistencias a la inactivacion
provocadas por las combinaciones de oxalacetato alfa-cetoglutarato o aspartato-glutamato no
son aditivas. Estas relaciones se interpretan para indicar que la inactivacion de hets por el
crecimiento anaerdbico se debe en gran medida, si no exclusivamente, al agotamiento de sus
contenidos de acido oxalacético y acido alfa-cetoglutarico para las biosintesis de aminoacidos,
y a la incapacidad Unica de las células het para reponer esos acidos cetogénicos en el posterior
regreso a las condiciones aerdbicas. Las observaciones son consistentes con las indicaciones
anteriores de que las mitocondrias formadas por hets son funcionalmente anormales (31).
DOI: 10.1007/BF00436678
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3.2.  Antecedentes Locales

TITULO: “Presencia de Especies de Candida en Bolsas Periodontales de Pacientes
Adultos en la Clinica Odontologica de la Universidad Catolica de Santa Maria
Arequipa — 2018”

AUTOR

Paul Andre Guzman Villegas

RESUMEN

El presente trabajo titulado “presencia de especies de Candida en bolsas periodontales de
pacientes adultos en la clinica odontolégica de la Universidad Catélica de Santa Maria —2018”
busca conocer los tipos de Candida presentes en las bolsas periodontales y cuél es el tipo de
Candida que predomina en las bolsas periodontales. Se busco a 20 pacientes con enfermedades
periodontales sin tratamiento previo a los cuales con un raspador se procedi6 a extraer muestras
de las bolsas periodontales méas profundas sembrandolas con un hisopo estéril en placas Petri
pequefias con CHROMagar para Candida. Estas placas se colocaron en la estufa para el
correcto crecimiento de las colonias de Candida spp a una temperatura de 36.5 °C de 2 a 3 dias.
Los resultados obtenidos fueron positivos demostrando la existencia de especies de candida en
bolsas periodontales, segun los indicadores del chromagar para candida que son: * Candida
albicans Verde ¢ Candida tropicalis Azul metalico * Candida krusei Rosa ¢ Otras especies
Blanca a malva Se demostré que en las bolsas periodontales encontramos un predominio de la
especie Candida Tropicalis al mostrar un color azul metélico con halos violetas. Palabras
claves: Bolsas Periodontales, Especies de Candida SPP (32).
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3.3.  Antecedentes Nacionales

TITULO: “Presencia de Candida albicans en bolsas periodontales de pacientes con

periodontitis en el centro odontolégico de la Universidad de San Martin de Porres”

AUTOR

Milagritos Kaet Moreno Sosa

RESUMEN

Determina la presencia de Candida albicans en bolsas periodontales de pacientes con
periodontitis en el centro odontologico de la universidad de San Martin de Porres. Estudio
observacional, analitico y transversal, se obtuvieron 81 muestras constituidas por 61 bolsas
periodontales de pacientes diagnosticados con periodontitis segin la nueva clasificacion de
enfermedades periodontales y peri implantarias del 2017 y 20 muestras obtenidas a nivel de
surco gingival en pacientes sanos considerados como grupo de control. A cada bolsa se le tom6
una muestra con cono de papel N°40 y luego fue colocado en Caldo Sabouraud Dextrosa para
su trasporte al laboratorio, donde fue cultivado en Agar Sabouraud Dextrosa por 48h a 37°C.
Posteriormente se realizé tincion a las colonias y prueba de tubo germinal para la confirmacién
de la presencia de Candida albicans. De las 81 muestras obtenidas, 12 (14.8%) presentaron
presencia de Candida albicans, de las cuales 6 (18.8%) pertenecian al grupo de profundidad de
bolsa de 4-6 mm y las otras 6 (20.7%) pertenecian al grupo de >6mm. No se observo presencia
de Candida albicans en los pacientes del grupo control. Se encontr6 presencia de Candida
albicans en bolsas periodontales de 4-6 mm y >6mm de pacientes con periodontitis. Al
comparar la presencia de Candida albicans segun profundidad de las bolsas periodontales no
se encontro diferencia significativa estadisticamente. En pacientes con salud periodontal no se
encontro presencia de Candida albicans (33).
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4. OBJETIVOS

e Determinar como influye la aerobiosis facultativa (CO2zal 15%) en la produccion de
biofilm de la Candida albicans.

e Determinar como influye la aerobiosis facultativa (COz al 15%) en la viabilidad de
la Candida albicans.

e Determinar como influye la aerobiosis facultativa (CO2zal 15%) en la morfologia de

la Candida albicans.

5. HIPOTESIS

Dado que en las bolsas periodontales profundas hay microambientes de aerobiosis estricta
y aerobiosis facultativa. Es probable que la aerobiosis facultativa influya en la produccion

de biofilm, en la viabilidad y en la morfologia de la Candida albicans.
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CAPITULO 11
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
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1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION

1.1. Técnica
En este trabajo de investigacion se utilizara la técnica observacional laboratorial y

microscopica, como se muestra en el siguiente cuadro:

Variable Indicadores Técnica

- En medio aerobio
Peso seco de biofilm facultativo Observacion

de C. albicans laboratorial

-  En medio aerobio

Viabilidad de C. facultativo Observacion
albicans laboratorial
- Formacién de
Morfologia de la levaduras,hifas o Observacion
C. albicans seudohifas microscopica

1.1.1. Descripcion de la técnica:
Se trabajard con una cepa de C. albicans ATCC y cuatro cepas aisladas de

bolsas periodontales profundas, las cuales seran distinguidas usando
CHROMagar. Acto seguido se colocaran en caldo Saburaud y se llevaran a
una incubadora a 37°C al 15% de CO2 por 72 horas en condiciones de
aerobiosis facultativa. Después de este tiempo, se evaluara la produccion de
biofilm, su viabilidad y su morfologia.

1.1.2. Disefio investigativo:
a) Tipo: Laboratorial

b) Esquema basico de disefio: Experimental

1.2. Instrumentos

e Autoclave
e Mechero
e Balanza
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1.3. Materiales

Placas petri

Cepa de candida albicans

Cepa de candida albicans aisladas de bolsas peridontales profundas
Guantes descartables

Barbijo

Pinzas

2. CAMPO DE VERIFICACION

2.1. Ubicacion espacial

2.1.1. Ambito general

La investigacion se realizara en la ciudad Arequipa

2.1.2. Ambito Especifico

Se llevard acabo en los laboratorios de microbiologia de la Universidad

Catolica de Santa Maria.

2.2. Ubicacion Temporal
El presente trabajo de investigacion se llevara acabo desde el mes de Abril hasta el mes

de Agosto del afio 2024.

2.3. Unidades de Estudio

Grupo experimental 1: Candida ATCC

Grupo experimental 2: Candidas aisladas de bolsas periodontales

3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION

3.1. Organizacion
Preparacion de las unidades de estudio: Preparacion de la cepa de la Candida albicans.

3.2. Recursos

3.2.1. Recursos econdémicos:

e EIl presupuesto para la recoleccion de datos y procesamiento de la

informacion seran propios del investigador
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3.2.2. Recursos humanos
e Investigador: Milagros Pampa Chuquicafia

e Asesor: Dr. Gustavo Obando Pereda

3.2.3. Recursos fisicos :
e Laboratorio de quimica de proteinas del Vicerrectorado de

investigacion F - 401

3.2.4. Recursos institucionales:
e Universidad Catolica de Santa Maria

e Biblioteca de la Universidad Catdica de Santa Maria

4. ESTRATEGIA PARA MANEJAR LOS RESULTADOS

4.1. Plan de procesamiento
Analisis de datos de la tabla de tabulacion.

4.2. Plan de analisis
El Analisis estadistico ANOVA de una via.

4.3. Cronograma de trabajo

ACTIVIDAD 2024

ABRIL | MAYOJ} JUNIO| JULIO | AGOSTO

Aprobacién del proyecto def x

investigacion

Recoleccion de datos X

Interpretacion de resultados X

Analisis y discusion de X

resultados

Elaboracioén del informe final X

Defensa de tesis X
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RESULTADOS
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1. PROCESAMIENTO Y ANALISIS ESTADISTICO

TABLA N °1
Frecuencia Estadistica de los datos obtenidos - Peso Seco de produccion de
biofilm
N ATCC BP1 BP2 BP3 BP4
MUESTRAL
Minimo 0.0088 0.0113 0.0111 0.0105 0.0095
25%
Percentil 0.0088 0.0113 0.0111 0.0105 0.0095
Mediana 0.0089 0.0114 0.0113 0.0115 0.0098
75%
Percentil 0.0092 0.0121 0.0119 0.0119 0.0102

Maximo 0.0092 0.0121 0.0119 0.0119 0.0102
Media 0.008967 0.0116 0.01143 0.0113 0.009833
Desviacion
estandar 0.000208 | 0.000436 | 0.000416 | 0.000721 | 0.000351
Error
estandar 0.00012 0.000252 0.00024 0.000416 | 0.000203

Nota. Matriz de Registro y Control

La tabla N2 1 determina los valores descriptivos en gramos de peso seco de biofilm en
ATCC, BP1, BP2, BP3 y BP4. Con un N muestral de 5 entes de estudio se obtiene que,
para el ATCC, un valor minimo de 0.0088, una mediana de 0.0089 y un maximo de
0.0092; Asi mismo observamos que posee una media de 0.008967 con una desviacion
estandar de 0.000208 y un error estandar de 0.00012. Con un percentil del 25% de
0.0088 y un percentil del 75% de 0.0092.

Para la BP1, un valor minimo de 0.0113, una mediana de 0.0114 y. un maximo de
0.0121; Asi mismo observamos que posee una media de 0.0116 con una desviacién
estandar de 0.000436 y un error estandar de 0.000252. Con un percentil del 25% de
0.0113 y un percentil del 75% de 0.0121.

Para la BP2, un valor. minimo de 0.011, una mediana de 0.0113 y un maximo de 0.0119
; Asi mismo observamos que posee una media de 0.01143 con una desviacion estandar
de 0.000416 y un error estandar de 0.00024. Con un percentil del 25% de 0.0111 y un
percentil del 75% de 0.0119

Para la BP3, un valor minimo de 0.0105, una mediana de 0.0115 y un maximo de 0.0119;

Asi mismo observamos que posee una media de 0.0113 con una desviacion estandar de
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0.000721 y un error estandar de 0.000416. Con un percentil del 25% de 0.0105 y un
percentil del 75% de 0.0119
Para la BP4, un valor minimo de 0.0095, una mediana de 0.0098 y un maximo de 0.0102;
Asi mismo observamos que posee una media de 0.009833 con una desviacion estandar
de 0.000351 y un error estandar de 0.000203. Con un percentil del 25% de 0.0095 y un
percentil del 75% de 0.0102.
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TABLA N°2

Frecuencia Estadistica de los datos obtenidos - Unidades Formadoras de Colonia

N ATCC BP1 BP2 BP3 BP4
MUESTRAL
Minimo 5.699 6.161 6.398 6.38 6.398
25%
Percentil 5.699 6.161 6.398 6.38 6.398
Mediana 5.74 6.29 6.407 6.431 6.407
75%
Percentil 5778 6.342 6.423 6.47 6.415
Maximo 5.778 6.342 6.423 6.47 6.415
Media 5.739 6.265 6.409 6.427 6.406
Desviacion
estandar 0.0396 0.09317 | 0.01287 | 0.04495 | 0.008517
Error
estandar 0.02287 | 0.05379 | 0.007429 | 0.02595 | 0.004917

Nota. Matriz de Registro y Control

La tabla N° 2 determina los valores descriptivos en gramos de UFC en ATCC, BP1, BP2,
BP3y BP4. Con un N muestral de 5 entes de estudio se obtiene que, para el ATCC, un
valor minimo de 5.699, una mediana de 5.74 y un maximo de 5.778; Asi mismo
observamos que posee una media de 5.739 con una desviacion estandar de 0.0396 y un
error estandar de 0.02287. Con un percentil del 25% de 5.699 y un percentil del 75% de
5.778.

Para la BP1, un valor minimo de 6.161, una mediana de 6.29 y. un maximo de 0.0121;
Asi mismo observamos que posee una media de 6.265 con una desviacién estandar de
0.09317 y un error estandar de 0.05379. Con un percentil del 25% de 6.161y un percentil
del 75% de 6.342.

Para la BP2, un valor. minimo de 6.398, una mediana de 6.407 y un maximo de 6.423;
Asi mismo observamos que posee una media de 6.409 con una desviacién estandar de
0.01287 y un error estandar de 0.007429. Con un percentil del 25% de 6.398 y un
percentil del 75% de 6.423.

Para la BP3, un valor minimo de 6.38, una mediana de 6.431 y un maximo de 6.47; Asi
mismo observamos que posee una media de 6.427 con una desviacion estandar de
0.04495y un error estandar de 0.02595. Con un percentil del 25% de 6.38 y un percentil
del 75% de 6.47.
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Para la BP4, un valor minimo de 6.398, una mediana de 6.407 y un maximo de 6.415;
Asi mismo observamos que posee una media de 6.406 con una desviacién estandar de

0.008517
y un error estandar de 0.004917. Con un percentil del 25% de 6.398. y un percentil del

75% de 6.415.
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GRAFICO N°1

Linea de Progresion — Peso seco de produccion de biofilm
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Nota. Matriz de Registro y Control

En el grafico N° 1 se observa que segun la distribucion normal, los datos obtenidos se
muestran homogeéneos por lo cual se concluye que los datos obedecen a una distribucion

normal para uso de una prueba parametrica.
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GRAFICO N22
Linea de Progresion - Unidades Formadoras de Colonia
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Nota. Matriz de Registro y Control

El grafico N° 2 nos muestra que los datos son homogéneos, esto debido a que se observa
una linea de progresion positiva, ya que los datos representan consistencia a lo largo

del estudio, se decide utilizar una estadistica paramétrica.
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TABLA N°3

Prueba estadistica ANOVA - Peso Seco de produccion de biofilm

ANOVA summary
F 19.42
P valor <0.0001
P valor grafico ol
Significante? Yes
R® 0.8859

Nota. Matriz de Registro y Control

Se presenta los resultados de la prueba ANOVA entre los grupos, la que indica que si

hay una diferencia significativa con un P valor <0.0001. Con un. R = 0.8850.

TABLA N°4

Prueba estadistica TUKEY - Peso Seco de produccion de biofilm

Comparacion
multiple de Diferencia de
Tukey medias Graéfico P valor
ATCC vs. BP1 -0.002633 it 0.0003
ATCC vs. BP2 -0.002467 *a 0.0005
ATCC vs. BP3 -0.002333 il 0.0007
ATCC vs. BP4 -0.0008667 ns 0.2166

Nota. Matriz de Registro y Control

La tabla N°4 contiene las diferencias que existen comparando el peso seco de C.albicans
ATCC y C.albicans aisladas de bolsas periodontales, por lo que nos muestra que,
aplicando la prueba estadistica de Tukey entre ATCC y BP1 hubo diferencia
significativa de < 0.0003, al igual que la comparacion entre ATCC y BP2 que presento
una diferencia de < 0.0005, asi mismo entre ATCC y BP3 que si bien hubo diferencia
< 0.0007 no es tan significativa. Por lo contrario de la comparacion entre ATCC y BP4

donde no se presentd diferencia.
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GRAFICO N° 3

Histograma - Peso Seco produccién de biofilm
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Nota. Matriz de Registro y Control

El siguiente grafico muestra el peso seco de la produccion biofilm , donde se observa
la diferencia significativa entre ATCC y BP1, BP2, BP3. A diferenciade ATCCy

BP4 donde no se present6 una diferencia.
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TABLA N°%

Prueba estadistica ANOVA - Unidades Formadoras de Colonia

ANOVA summary
F 102.7
P valor <0.0001
P valor grafico falaioled
Significante? Si
R? 0.9762

Nota. Matriz de Registro y Control

Se presenta los resultados de la prueba ANOVA entre los grupos, la que indica que si

existe una diferencia estadistica altamente significante con un P valor <0.0001. Con un

RZ = 0.9762.

TABLA N°
Prueba estadistica TUKEY - Unidades Formadoras de Colonia

Compracion

maltiple de Diferencia de

Tukey medias Gréfico P valor
ATCC vs. BP1 -0.5254 it <0.0001
ATCC vs. BP2 -0.6701 A <0.0001
ATCC vs. BP3 -0.688 Fkkk <0.0001
ATCC vs. BP4 -0.6673 aiaieied <0.0001

Nota. Matriz de Registro y Control

Latabla N#6 contiene las diferencias que existen comparando la formacion de unidades
formadoras de colonia entre C.albicans ATCC y C.albicans aisladas de bolsas
peridontales, por lo que nos muestra que, aplicando la prueba estadistica Tukey entre
ATCC y BP1 hubo una diferencia estadisticamente significativa de <0.0001 al igual
que entre ATCC y BP2 , entre ATCC y BP3 y también entre ATCC y BP4 que
presentaron una estadistica significativa de <0.0001.

Es decir, la formacion de UFC es significativamente mayor en C.albicans aisladas de

bolsas peridontales a diferencia de C.albicans ATCC.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOQSITORIO DE

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

GRAFICO N° 4

Histograma - Unidades Formadoras de Colonia

log UFC/mL

ATCC BP1 BP2 BP3 BP4

Nota. Matriz de Registro y Control

El grafico representa la formacion de unidades formadoras de colonia, donde se observa
que hay una diferencia significa entre C.albicans ATCC y C.albicans aisladas de bolsas

periodontales.
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FIGURAN° 1: ATCC

Verifiquese la presencia de levaduras, hifas y seudohifas
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Nota. Matriz de Registro y Control

FIGURA N° 2: BP1

Verifiquese la presencia de hifas

Nota. Matriz de Registro y Control
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FIGURA N° 3: BP2

Verifiquese la presencia de hifas
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Nota.Matriz de Registro y Control

FIGURA N° 4: BP3
Verifiquese la presencia de hifas

Nota. Matriz de Registro y Control
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FIGURA N°: BP4

Verifiquese la presencia de hifas y levaduras

Nota. Matriz de Registro y Control
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2. DISCUSION

Como patogenos oportunistas describimos a las levaduras, que pueden persistir por
mucho tiempo en diferentes nichos orales sin manifestaciones clinicas; sin embargo
cuando su entorno cambia, sus factores de virulencia desencadenan enfermedades en
pacientes comprometidos por procesos sistémicos o por procesos patologicos locales.
Las bolsa periodontal es un medio favorable para la germinacién de C. albicans vy el
crecimiento de sus hifas , las cuales tienen una gran capacidad para adherirse a las

células huésped y penetrar en los tejidos.

En la investigacion que realizdé Milagritos K. Moreno Sosa se ha descrito la presencia
de C. albicans en bolsas periodontales de 4 — 6 mmy > 6 mm, lo que nos llevo a pensar
que la Candida albicans podria crecer y desarrollarse en ambientes aerdbicos
facultativos. Al igual que la investigacion de Paul A. Guzman Villegas que estudio los
tipos de candida en bolsas periodontales y cual es la especie que predomina, donde se
mostro 3 tipos de Candida (C.albicans, C.Tropicalis y C.krusei) y el predominio de C.
Tropicalis, antecedentes que le dan fundamento y base a nuestro trabajo de

investigacion.

En la investigacion que realiz6 Zaw M. Thein. et al, sobre la formacién de biopelicula
in vitro de especies de Candida albicans y no albicans en condiciones dindmicas y
anaerdbicas se concluyo que, la formacion de Dbiopeliculas de C.
albicans y especies no albicanas de Candida esta modulada por las condiciones
hidrodinamicas y los gradientes de oxigeno ambiente ya que la microscopia electronica
de barrido reveld6 que C. albicans produjo una biopelicula compacta multicapa
incrustada en una cantidad notablemente mayor de matriz polimérica extracelular en
condiciones  aerdbicas/dindmicas en comparacion con las  condiciones
anaerobicas/estaticas (29). El presente estudio de investigacion muestra que las
Candida albicans estudiadas desarrollan méas cantidad de biofilm en comparacion a la
Candida albicans ATCC, siendo ademas que muestran casi en la mayoria la morfologia
de hifas mas que levaduras. Estos resutlados pueden ser explicados debido a que en este
estudio, las C. albicans fueron aisladas de bolsas periodontales, las cuales podria poseer
algunas caracteristicas mas virulentas que las C. albicans empleadas en el estudio de

Zaw et al, las cuales fueron aisladas de otro tipo de condiciones.
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Segun el estudio de Edvaldo Antonio Ribeiro Rosa et al, sobre la evaluacién fenotipica
del efecto de la anaerobiosis en algunos atributos de virulencia de Candida albicans se
concluye que, las diferentes condiciones atmosféricas pueden ejercer una influencia
considerable sobre los atributos de virulencia de C. albicans (28). Apoyamos estos
resultados ya que analizando los factores estudiados; podemos inferir que, relacionando
la mayor produccion de biofilm de cepas aisladas de bolsas periodontales respecto a la
ATCC, el mayor crecimiento de unidades formadoras de colonia (UFC) respecto a la
ATCC, y como predominio de hifas en su morfologia, sugerimos un mayor factor de

virulencia de las cepas aisladas de bolsas periodontales en estas condiciones.

Asi mismo Shannon Williams et al, estudié las condiciones anaerdbicas como una gran
influencia en la formacién de clamidosporas de Candida albicans en donde se obtuvo
que la formacion de clamidosporas puede ser estimulada por condiciones hipoxicas,
pero solo en tipos de medios especificos limitados, se mostré que las condiciones
anaerdbicas son suficientes para impulsar la formacion de clamidosporas en C.
albicans en la superficie del agar rico en nutrientes (27). En esta investigacion muestra
que hay un predominio en la morfologia de hifas en condiciones de aerobiosis
facultativa lo que nos lleva a deducir que es por eso que se activa su factor de virulencia
en estas condiciones. Los resultados se explican debido a que las C.albicans estudiadas
fueron aisladas de bolsas periodontales y expuestas a un medio diferente, y en el estudio
de Shannon Williams et al, fueron aisladas de otro tipo de condiciones y fueron
expuestas a un medio especifico limitado.

En el presente trabajo de investigacion como hallazgo principal se muestra que la C.
albicans puede desarrollarse en condiciones de aerobiosis facultativa, ya que en los
estudios realizados se observa una mayor produccion de biofilm, y el predominio de

hifas en su morfologia.
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3. CONCLUSIONES

PRIMERA:

Teniendo en cuenta todos los aspectos estudiados en el presente trabajo de
investigacion, se concluye que la aerobiosis facultativa influye en la produccion de
biofilm, de manera que, se mostré mayor peso seco de biofilmen la BP1, BP2Y BP3
respectoala ATCCyalaBP4.

SEGUNDA:

Podemos concluir que la aerobiosis facultativa influye en la viabilidad de la C. albicans
ya que se mostré un mayor crecimiento de UFC en las cuatro cepas aisladas de bolsas
periodontales (BP1,BP2,BP3 Y BP4) respecto a la ATCC , que presentd un menor
crecimiento de UFC.

TERCERA. :

Teniendo en cuenta los resultados de la microscopia electrénica de barrido podemos
concluir que la aerobiosis facultativa influye en la morfologia de la C. albicans
mostrando una mayor produccion de hifas en BP1,BP2,BP3 respecto a la ATCC ya la
BP4.
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Y

4. RECOMENDACIONES

PRIMERA:
Se recomienda a la comunidad universitaria realizar mas estudios demostrando la

presencia de mas especies de levaduras en bolsas peridontales.

SEGUNDA:
Se recomienda al Profesional como tratamiento farmacologico la utilizacion de

antifungicos ademas de antibioticos para pacientes con tratamiento periodontal.

TERCERA:
Se recomienda a estudiantes de odontologia realizar mas estudios sobre el mecanismo
y biologia de la C.albicans en bolsa periodontal, enfocada en como y de qué se alimenta

y cual es su participacién en el microbioma de la bolsa periodontal.

CUARTA:
Se recomienda a la comunidad universitaria estudiar los factores de crecimiento que se
encuentran en una bolsa periodontal, imprescindibles para la viabilidad y crecimiento

de la C.albicans.
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6. ANEXOS

6.1.ANEXO 1: Ficha de recoleccion de datos

PESO

(gramos)

SECO

UFC/ml

ATCC

Paciente N°1

Paciente N°2

Paciente N°3

Paciente N°4
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6.2. ANEXO 2: Autorizacion del coordinador principal del Laboratorio de Quimicay
Proteinas de la UCSM:

Arequipa, 18 de marzo del 2024
Solicito: Autorizacion del coordinador principal del Laboratorio de Quimicay Proteinas
de la UCSM:

Esimado Doctor Luis Ponce Soto, por medio de la presente yo, Milagros Pampa Chuquicafia,
identificada con el DNI n° 72469993 y el cddigo de alumno 2019223962, quiero solicitar la
autorizacion para trabajar en el Laboratorio de Quimica y Proteinas de la UCSM para la
realizacion de mi proyecto de Tesis titulado: “ INFLUENCIA DE LA AEROBIOSIS
FACULTATIVA EN LA PRODUCCION DE BIOFILM, VIABILIDAD Y MORFOLOGIA
DE CANDIDA ALBICANS EN LA UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA —
AREQUIPA 2024 para optar por el titulo de Cirujano Dentista en la UCSM.

Ruego a usted acceder a mi solicitud.

Atentamente:

Pampa Chuquicafia, Milagros
DNI 72469993
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6.3. ANEXO 3: Secuencia fotografica

Figura N°1: Se realizé la rehabilitacion de las cepas de Candida albicans ATCC y de las

cepas de Candida albicans aisladas de bolsas periodontales
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Figura N°4: Se realiza la colocacion del caldo BHI
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