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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto fotodinamico de azul
de metileno (MB) y azul de toluidina (TBO) activadas con
laser terapéutico sobre biofilms de Streptococcus mutans y
Candida albicans. Material y métodos: Se analizaron
61 muestras de biopeliculas, en medios de cultivo
cerebro corazon (BHI) por 6 dias, las muestras se
dividieron en 4 grupos y se sumergieron en: grupo
experimental en MB al 0,01% y TBO al 0,05%, grupo
control positivo en gluconato de clorhexidina (CHX) al
0,12% y grupo control negativo en cloruro de sodio
(NaCl) al 0,9%. Las muestras de MB y TBO fueron
irradiadas con laser terapéutico con una longitud de
onda de 660 nm, y 9 J/cm’ de potencia, cada bloque de
esmalte estuvo en cultivo post irradiacion. las muestras
pasaron a cultivo, para la cepa S. mutans y C. albicans por
separado, El método empleado fue el de diluciones
seriadas para la cuantificacion de UFC luego de 5 dias de
cultivo. Para el analisis se uso T de student y Anova de un
factor. Resultados: encontrando diferencias
estadisticas entre los cuatro grupos de experimentacion
en el crecimiento microbiano (ANOVA p<0,05), al analisis
con el grupo control positivo, no hubo diferencias
significativas entre MB frente al S. mutans y C. albicans, en
contraste con el TBO que mostro diferencias
significativas (p<0,05). Conclusién: el MB y TBO
muestran en laboratorio, una disminucion en el
crecimiento de las cepas del biofilm, el TBO mostro
mejor efecto a la reduccion de crecimiento del S. mutans
v C. albicans.

Palabras Clave: Streptococcus mutans, Candida albicans,
Biopeliculas, Laser terapéutico (Fuente: DeCS-BIREME).

ABSTRACT

Objetive: To determine the photodynamic effect of
methylene blue (MB) and toluidine blue (TBO) activated
with therapeutic laser on Streptococcus mutans and
Candida albicans biofilms. Material and methods: Sixty-
one biofilm samples were analyzed in brain heart culture
media (BHI) for 6 days, the samples were divided into 4
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groups and immersed in: experimental group in 0.01% MB and 0.05% TBO, positive control group in 0.12% chlorhexidine
gluconate (CHX) and negative control group in 0.9% sodium chloride (NaCl). The MB and TBO samples were irradiated with
therapeutic laser with a wavelength of 660 nm, and 9 J/cm’ of power, each enamel block was in post-irradiation culture.
The samples were cultured separately for the S. mutans and C. albicans strains, the method used was that of serial dilutions
for the quantification of CFU after 5 days of culture. For the analysis, Student's T and Anova of one factor were used.
Results: finding statistical differences between the four experimental groups in microbial growth (ANOVA p<0.05), in the
analysis with the positive control group, there were no significant differences between MB versus S. mutans and C. albicans, in
contrast to the TBO that showed significant differences (p<0.05). Conclusion: MB and TBO show in laboratory, a decrease
in the growth of biofilm strains, TBO showed better effect in reducing the growth of S. mutans and C. albicans.

Keywords: Streptococcus mutans, Candida albicans, Biofilms, Therapeutic laser. (Source: DeCS-BIREME).

INTRODUCCION

La terapia fotodinamica (PDT), se ha desarrollado como una
alternativa para el tratamiento del cancer, se ha descrito que
no tiene efectos secundarios, ni riesgo alguno sobre los
tejidos, destruye las células por necrosis o apoptosis, y puede
utilizarse para la destruccion localizada de tejido vivo con
crecimiento anormal™?. Por lo tanto, otras enfermedades
como las infecciones bacterianas, flungicas y viricas, que
tienen en comun las caracteristicas de la proliferacion
celular descontrolada y presencia de células microbianas
infecciosas, que podrian tratarse con PDT, denominadose
terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT por sus siglas en
inglés) o Inactivacion foto-dinamica (PDI en inglés)®*.

Por otra parte, se conoce que gérmenes como el S. mutans'y C.
albicans pueden crear condiciones para formar biofilms®, lo
cual, produce una interface solido-liquida entre una
superficie y un medio acuoso, proporcionando un entorno
ideal para la fijacion y crecimiento de los
microorganismos®”. Por consiguiente, los biofilms son
generales en la Naturaleza y se encuentran practicamente en
todo cuerpo natural de agua en el mundo“® y también en
superficies como plastico, vidrio”” y dientes"*"".

Asimismo, se sabe que la resistencia de las bacterias a los
antibioticos sigue aumentando, por lo que se debe buscar una
alternativa que controle eficazmente los patdgenos sin
provocar resistencia a los medicamentos. Por este motivo,
existe una bUsqueda constante de terapias alternativas con
sustancias derivadas de plantas y otros compuestos con
propiedades antibacterianas. En este sentido, uno de los
métodos alternativos es la terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT)"”, cuyo efecto en el siguiente
principio: la luz visible activa una molécula esencialmente no
toxica, el llamado fotosensibilizador (PS), para producir
especies reactivas de oxigeno que pueden matar bacterias.
Sin selectividad a la oxidacion. El azul de metileno y el azul
de toluidina son colorantes utilizados en técnicas de tincion
histoldgica. Se han presentado varios estudios""” donde se
han evaluado la efectividad de estas tinciones los resultados
son diversos debido a las diferentes metodologias empleadas,
asi mismo mecanismo de foto activacion entre otros
diferentes enfoques.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar el efecto
fotodinamico de Azul de metileno (MB) y Azul de toluidina
(TBO), sobre biofilms de S. mutans y C. albicans, realizado en
vitro, en el laboratorio de la facultad de ciencias de la salud
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de la Universidad Andina del Cusco.
MATERIALES Y METODOS

Disefio de estudio

Se diseno un estudio experimental in vitro donde analizaron
muestras de biofilm de S. mutans y C. albicans en placas de
esmalte las cuales se les aplico terapia fotodinamica de dos
soluciones fotosensibles, para comparar los efectos de este
sobre el crecimiento microbiano de los biofilms.

El presente esquema determina el disefio del experimento de
posprueba con grupos control negativo y positivo:

G1 X1 01
G2 X2 02
G3 X3 03
GO - 04

Poblaciony muestra

La poblacion estuvo compuesta por 61 muestras de biofilms
de cepas S. mutans ATCC®25175TM y C. albicans
ATCC®10231TM cultivadas en placas de esmalte de 4 x 4mm,
desarrollados en un frasco hermético el cual se denomind
“Biorreactor”.

La muestra de 61 biofilms se dividieron de la siguiente
manera: (G1)Grupo 1(MB): 26 biofilms en los que se aplico
solucion de azul de metileno (MB) al 0,01%(X1), (G2)Grupo
2(TBO): 26 biofilms en los que se aplicé solucion de azul de
toluidina (TBO) al 0,05%(X2), (G3) Grupo 3(CONTROL
POSITIVO): 3 biofilms en los que se les aplicd Gluconato de
clorhexidina (CHX) al 0,12% como control positivo(X3),
(GO)Grupo O(CONTROL NEGATIVO): 3 biofilms en los que no se
les aplico terapia alguna las cuales fueron grupo control
negativo.

Variable del estudio

Se consider6 como variable principal (dependiente) el
crecimiento microbiano del Biofilm de S. mutans 'y C. albicans
(UFC), La variable efecto fotodinamico (independiente) fue
la aplicacion de solucion de MB al 0,01%, TBO al 0,05%, ambas
irradiadas con Laser terapéutico 660nm para producir el
efecto fotodinamico, CHX al 0,12% como grupo control
positivo.

Procedimiento

Cultivo plancténico Cepas bacterianas: Las cepas
bacterianas utilizadas en el grupo de desarrollo de biofilm
denominado “de fisura o coronal”®'® fueron S. mutans
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ATCC®25175TM y C. albicans ATCC®10231TM, se utilizo dos
cultivos los cuales fueron agar sangre enriquecido y agar
Saburaud 4% glucosado (®VM906938006 MERK)
respectivamente para el crecimiento planctonico de las
cepas en placas Petri (2 por cada cepa).

Procedimiento de elaboracion del fotosensibilizador: Se
prepard las sustancias MB (Azul de metileno (C.l. 52015)
®FN1006150636 MERK) polvo preparado a 0,005g en 50 ml de
agua destilada para dar una concentracion de 0,01% y TBO
(Azul de toluidina (C.1.52040) ®CAS N° 6586-04-5 BIOLAB
REAGENT) polvo preparado a 0,025g en 50ml de agua
destilada para dar una concentracion de 0,05% puras.

Preparacion de los bloques de esmalte: 61 bloques de
esmalte fueron preparados a partir de 40 piezas dentarias las
cuales fueron 25 premolares y 15 molares extraidos
anteriormente y almacenados, fueron rehidratados con
glicerina al 93% por una hora y luego sumergidos en solucion
de timol al 0,5% durante 1 hora a temperatura ambiente, las
piezas dentarias se cortaron con una maquina de marca
Derek motors DRK-150 los cuales se completaron en bloques
de 4x4mm de esmalte, el grosor de los bloques es de 1.5mm
aproximadamente, la medicién se hizo con un calibrador
digital de la marca TRUPER(0,01mm-0,0005"). Se procurd
que no existiera tejido de dentina en cada bloque,
verificando que sea tejido puro en cada caso. Para el proceso
de eliminacion de residuos superficiales o barro producto del
corte se sumergio las placas en EDTA trissodico al 17%
(MAQUIRA®80322400049), durante dos minutos y
seguidamente NaCl al 0,9% (BRAUN MEDICAL), durante un
minuto(19), luego de la desinfeccion se esterilizaron las
muestras sumergidas en el caldo infusion Cerebro Corazén
(BHI, por su siglas en inglés Brain Heart Infusion de marca I1SO
6880®VM879793923 MERK) y se separaron tres muestras de
esmalte que sirvieron como control negativo durante 48
horas a 37 °C como verificacion de condiciones de pureza e

inocuidad®®.

Procedimiento de cultivo bacteriolégico y elaboracion del
biofilm: Para el desarrollo de biofilm de fisura se realizd
inicialmente el cultivo plancténico en placas Petri en Agar
sangre de la cepa S mutans ATCC®25175TM y en Agar
Sabouraud (®VM906938006 MERK) de la cepa Candida Albicans
ATCC®10231TM. Luego se procedio a pasar las cepas a medio
liquido de 2ml de infusion BHI a tres muestras por cepa, se
dejo crecer a 37° C durante 48 horas. Luego de las 48 horas Se
inoculo los 10pl de la muestra que mostré mayor crecimiento
bacteriano (de acuerdo al estandar Mc Farland 0,5) tanto de
la cepa S mutans como de la cepa Candida en un solo frasco de
infusion de 30 ml BHI el cual llamamos Biorreactor. Para el
desarrollo del biofilm de fisura se prepararon 61 bloques de
esmalte en saliva artificial de la marca Salival®, Peru, para la
formacion de pelicula adquirida durante 2 horas, antes de
sumergirlas en la infusién de 30 ml BHI del biorreactor antes
mencionado. Todos los bloques fueron sumergidos en el
biorreactor. Se mantuvo a una temperatura de 37°C y
agitacion del medio para simular el movimiento o flujo de
sustancias en boca. El proceso duro de 72 a 96 horas para el
desarrollo del biofilm por completo (Figura 1).
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Figura 1.
Biorreactor de elaboracion del biofilm con placas de esmalte en el
interior 6to dia.

Procedimiento de foto activacion: Se retir6 los bloques de
esmalte del biorreactor para proceder a sumergirlos durante
1 minuto en la solucion de MB y TBO dividiendo las muestras a
26 unidades de forma aleatoria para cada fotosensibilizador,
del mismo modo se separ6 3 bloques para control negativo
que fueron sumergidos en NaCl al 0,19% y 3 bloques para
control positivo sumergidos en 30ml de Gluconato de
clorhexidina al 0,12% puro (PERIOGARD COLGATE ®0PEXP05).
Luego de este proceso se retiraron las muestras de las
soluciones y se procedid a colocar en una placa Petri (Figura
2) de acuerdo a cada grupo (Grupo 1y Grupo 2) para la
irradiacion de laser de luz roja con longitud de onda 660nm
+10nm (100mW=20%) de la Marca DMC modelo Therapy EC.
Con emision de luz continua.

/

Figura 2.
Muestras luego de sumergirlas en las soluciones colocadas en una placa
Petri listas para irradiacion

El tiempo de irradiacion fue de acuerdo a indicaciones del
fabricante de 9J/cm2 por 90 segundos, a una distancia de
0,5cm cubriendo ambos lados del bloque de esmalte (Figura
3).
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Figura 3.
Irradiacion de laser de luz roja con longitud de onda 660nm +10nm
(100mW=+20%) de la Marca DMC modelo Therapy EC.

La manipulacion del bloque se realizo con pinzas estériles en
autoclave al 134°C con una P° de 200 kPa, para evitar
contaminacion alguna. Seguidamente se colocé cada bloque
de esmalte en un tubo de ensayo de sellado hermético con
solucion de infusion de BHI, para crecimiento de cultivo pos
irradiacion, a 37° por 48 horas. Luego de esto se homogenizo
la muestra en un vortex y se procedio6 al cultivo en placas
Petri con medio enriquecido de agar Mueller-Hinton
(®VM779137714 MERK). Para la cepa Streptococcus mutans
(Figura 4) y placas Petri con Agar Ogye ((®VM 897178940
MERK), para la cepa Candida (Figura 5), mediante el método
empleado fue el de diluciones seriadas. Posteriormente se
analizo los resultados de 2 a 5 dias de cultivo, donde se
realizo el conteo de unidades formadoras de colonia (UFC) de
acuerdo a la observacion directa y conteo de unidades de
acuerdo a las caracteristicas y la morfologia de las cepas.

2\

e

Figura 4.
Placa Petri con medio enriquecido de Mueller Hinton. Para la cepa
Streptococcus mutans.

Figura 5.
Conteo de UFC de acuerdo a la observacion directa en placa Petri con
Agar Ogy para la cepa Candida albicans.

Andlisis estadistico

Todos los datos fueron analizados en el programa SPSS
Statistics 24 (IBM, Licencia institucional Universidad Andina
del Cusco). Se planteo el analisis previo de la distribucion
normal de las UFC mediante Prueba de Shapiro-Wilks
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(p>0,05). En el analisis descriptivo para las variables de
interés se calcularon promedios y deviaciones estandar, se
dividieron las muestras en bases logaritmicas mostrando Log
10 en base 3, para poder compararlos mas especificamente
de acuerdo a la cantidad de UFC. Se utilizaron prueba de t de
Student para datos independientes por pares de acuerdo a la
especie bacteriana o cepa, se consideré que el valor de
p<0,05 es estadisticamente significativo.

Del mismo modo se hizo comparaciones por pares con el
control positivo y Anova de un factor para probar la hipotesis
planteada, tomando en cuenta el control negativo, control
positivo, grupo MBy TBO.

Aspecto ético

La presente investigacion estd adherida a las normas de
Helsinki para la investigacion en sujetos por pares de acuerdo
a la especie bacteriana o cepa tos humanos. Sin embargo no
se contemplan aspectos éticos en vista que el analisis en su
totalidad fue desarrollado por cepas ATCC o de referencia, asi
mismo el desarrollo del biofilm fue desarrollado in vitro,
logrando asi los objetivos del presente estudio.

En cuanto a los bloques de esmalte, se recolectaron piezas
extraidas por colegas odontdlogos que las tenian
almacenadas lo cual se consideré6 como material inerte que
de acuerdo a las normas éticas el retiro de las piezas dentaria
no fue en perjuicio del paciente sino todo lo contrario
(caries, infeccidbn o motivos terapéuticos ortodonticos),
salvaguardando el principio de Beneficencia de estos. No fue
posible solicitar consentimiento para el uso de sus muestras
envista de que el tratamiento fue realizado anteriormente.

RESULTADOS

Se muestra que el efecto fotodinamico de Azul de metileno
(MB) y Azul de toluidina (TBO) in vitro, reduce el crecimiento
bacteriano comparado con el control negativo y control
positivo (grafico 1). Asi mismo la C. albicans y el
Streptococcus mutans mostraron menor crecimiento en el
grupo TBO en comparacion con el Control positivo (p<0,05),
(Tabla 1).

Grafico 1. Medias de Crecimiento Bacteriano de S. mutans
y Candida albicans, pos irradiacion de MB, TBO, control
Negativo v CHX (control positivo) log 103.

6 = Céndida albicans —====S. mutans

> 4.94

0.6
0.39

0.38

Control Negativo MB TBO Control Positivo CHX

**Candida Albicans | ANOVA (p<0,05)
*S. mutans | ANOVA (p<0,05)
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Tabla 1. Prueba estadistica T de Student por pares de
crecimiento microbiano de Candida albicans y Streptococcus
mutans pos irradiacion de solucién fotosensible MB y TBO
con CHX (control positivo) log10°.

(Media + Ds) UFC p-valor*

MB 0,01% (n=6) 0,47 0,121

0,159
CHX 0,12 % (n=3) 0,60 +0,1

Candida albicans

TBO 0,05% (n=4) 0,39 +0,097

0,039
CHX 0,12 % (n=3) 0,60+0,1
MB 0,01% (n=19) 1,19:0,84

0,216
CHX 0,12 % (n=2) 0,38+0,023

Streptococcus mutans

TBO 0,05% (n=2) 0,340,001

0,001
CHX 0,12 % (n=2) 0,38+0,023

* T de student, MB: Azul de Metileno al 0,01% CHX: Gluconato de clorhexidina al 0,12% TBO: Azul
de toluidina 0,05%, UFC(x10°)

Al hacer el analisis de los grupos de las dos soluciones
fotodinamicas se encontroé que no existen diferencias para la
Candida (p>0,05), pero si se encontro diferencias estadisticas
en el crecimiento bacteriano Streptococcus mutans donde el
TBO tiene mejor efecto esta bacteria en comparacion con el
MB (Tabla 2).

Tabla 2. Prueba estadistica T de Student por pares de
crecimiento bacteriano de Candida albicans 'y Streptococcus
mutans pos irradiacién de solucion fotosensible MB
comparado con TBO expresado en log10°.

Sustancia fotosensible

(Media = Ds) UFC

MB 0,471+0,121

Candida albicans 0,282
TBO 0,390+0,09
MB 1,188:0,840

Streptococcus mutans 0,001
TBO 0,337:0,001

* T de student; MB: Azul de Metileno al 0,01% CHX: Gluconato de clorhexidina al 0,12% TBO:
Azul de toluidina 0,05%, UFC(x10°)

DISCUSION

La formacion de biofilm sobre la superficie de las piezas
dentarias le confiere a las bacterias que lo conforman una
resistencia superlativa a la acciéon de antimicrobianos"®*”,
dentro de los tratamientos convencionales el tratamiento de
eleccion en la actualidad es el enjuague bucal con contenido
de clorhexidina al 0,12%, estudiado por Takenaka et al®”, el
cual indico que existen pruebas solidas para determinar el
buen efecto antibiofilm o propiedad antibiopelicula de la
CHX, este estudio es corroborado por varios autores®?
quienes demostraron el efecto antibiofilm del CHX sobre todo
sin combinaciones. En el presente estudio se determino el
efecto de la CHX como control positivo sobre el cual se
desarrolld la comparacion de las diferencias de efectos de las
sustancias fotosensibles MB y TBO donde se hall6 diferencias
estadisticas en el crecimiento bacteriano luego de la
aplicacion de CHX y TBO en biofilm de Streptococcus y Candida
(p<0,05). Asimismo, el TBO tuvo mayor efecto en la reduccion
del crecimiento bacteriano que el control positivo (CHX)
(p<0,05).

Las dosis empleadas de las sustancias fotosensibles fueron de
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0,01% de MB®**® referente a la concentracion utilizada®”

realizo un estudio en el cual determino que la efectividad
antibacteriana del MB no depende de la concentracion, sin
embargo se recomienda esta concentracion como la mas
efectiva. El TBO fue utilizado en una concentracion de
0,05%°**" estas soluciones utilizadas son fotoactivadas con
Luz laser rojo de baja potencia. El efecto de la luz laser se
determina cuando un fotosensibilizador es estimulado por su
longitud de onda optima y se convierte del estado de baja
energia a un estado triple de vida media alta y altamente
energizado, lo que resulta en una reacciéon entre el
fotosensibilizador, las moléculas ambientales y el oxigeno
extracelular que conduce a la produccion de oxigeno singlete
y otros radicales libres que causan dafio tisular®®, en el
presente estudio se utilizd laser de baja potencia con
longitud de onda 660nm +10nm (100mW=+20%) demostrando
la efectividad de este en el crecimiento bacteriano de las
cepas del biofilm, en los diversos estudios®” mencionados se
puede evidenciar diferentes longitudes de onda sin embargo
todas coinciden en luz visible con una longitud de onda
equivalente® o cercana® (630nm), El efecto antimicrobiano
se da por la producciéon de Especies Reactivas de oxigeno
donde oxigeno singlete es el principal responsable en la
muerte de las células microbianas®*.

El MB es una de las sustancias mas utilizadas en la terapia
fotodinamica, existen estudios donde ya se aplica la
concentracion utilizada en diversos tratamientos como
coadyuvante al tratamiento periodontal®®, sin embargo
todavia aparecen estudios in vitro donde se muestra mejor
efectividad de otras sustancias fotosensibilizadores®**, de
todas formas esta demostrado su efecto fotodinamico en
contra de las bacterias componentes de biofilm®”*® sin
embargo se necesitan mas estudios para evidenciar su
verdadera potencia antibiofilm.

En el presente estudio se determind que el TBO presenta
mejor efecto antimicrobiano sobre el S Mutans en el grupo
Log 103 de UFC (p<0,05), el mismo resultado se presenta en el
estudio de Misba®” que determind una reduccién de
bioformacion de 49% para el TBO en comparacion del 39% de
MB.

Darmani y col.“? encontrd reduccién en el crecimiento de
microorganismos como S mutans por efecto de TBO,®”
encontré una reduccion de crecimiento de S mutans es mejor
pero a una irradiacion de 180J/cm2 en comparacion con el
nuestro que solo 9J/cm2=90 segundos. Otro estudio®”, utilizo
una dosis de 5J/cm2.. Existe evidencia para determinar que
la concentracion de la irradiacion de la Luz podria aumentar
el efecto del fotosensibilizador®®, no existe evidencia de la
efectividad de la Luz laser roja y Otras fuentes de luz como el
led azul.

Todos los hallazgos deben interpretarse con cautela, una de
las limitaciones en el estudio fue el recuento directo de las
UFC realizadas por el especialista, que, al no contar con un
equipo contador de colonias, se sujeta a error humano.

Se concluye que tanto el MB y TBO muestran en laboratorio,
una disminucion en el crecimiento de las cepas del biofilm, el
TBO mostr6 mejor efecto a la reduccion de crecimiento del S.
mutansy C. albicans frente al control positivoy MB.
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