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RESUMEN

Introduccion: la Candida albicans (C. albicans) es un patégeno
fungico que puede causar infecciones superficiales o potencialmente
mortales. Los biofilms de C. albicans muestran rasgos fenotipicos
unicos, el mas destacado es su notable resistencia a una amplia variedad
de agentes antimicoticos. Una de las alternativas para inhibir el creci-
miento de este microorganismo es el ozono debido a sus propiedades
bactericidas, fungicidas y virucidas; sin embargo, escasa informacion
ha sido reportada en C. albicans. Objetivo: el objetivo de este estudio
fue evaluar el efecto fungicida del ozono en C. albicans. Material y
métodos: la metodologia consistié en agregar ozono a tubos de ensayo
con medios de caldo nutritivo en diversas concentraciones y tiempos de
ozonizacion. El efecto fungicida fue determinado con la determinacion
del nimero de colonias de C. albicans en agar nutritivo a través de pro-
cedimiento microbiologicos estandarizados por triplicado. Resultados:
todas las muestras con 0zono mostraron adecuados niveles de inhibicion
de crecimiento del microorganismo. Ademas, el efecto fungicida del
0zono se encontro para ser significativamente dependiente del tiempo
de ozonizacién y de la concentracion. Conclusion: el uso de terapia
con ozono podria tener potencial en el control de infecciones micoticas
causadas por la presencia de C. albicans.
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ABSTRACT

Introduction: Candida albicans (C. albicans) is a fungal pathogen
that can cause superficial or life-threatening infections. Biofilms of C.
albicans display unique phenotypic traits, the most prominent being
their remarkable resistance to a wide variety of antifungal agents.
One of the alternatives to inhibit the growth of this microorganism
is ozone due to its bactericidal, fungicidal and virucidal properties;
however, little information has been reported on C. albicans. Objective:
the objective of this study was to evaluate the fungicidal effect of
ozone on C. albicans. Material and methods: the methodology
consisted in adding ozone to test tubes with nutrient broth media in
various concentrations and ozonation times. The fungicidal effect
was determined by determining the number of colonies of C. albicans
in nutrient agar through standardized microbiological procedures in
triplicate. Results: all the ozone samples showed adequate levels of
growth inhibition of the microorganism. Furthermore, the fungicidal
effect of ozone was found to be significantly dependent on ozonation
time and concentration. Conclusion: the use of ozone therapy could
have potential in the control of fungal infections caused by the presence
of C. albicans.
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INTRODUCCION

| patégeno oportunista Candida albicans (C. albicans)

es el hongo més frecuente aislado durante las infec-
ciones orales, varios estudios han demostrado que dife-
rentes bacterias orales se adhieren a este microorganismo
en los biofilms orales y pueden modular su patogenicidad.
Ademés, estas interacciones se describen como multidi-
reccionales debido a la presencia de C. albicans u otras
Candida spp. y su influencia en el comportamiento de la
microbiota bacteriana.’?

La candidiasis oral es una infeccién micética im-
portante en odontologia y se deriva de enfermedades
subyacentes, xerostomia, uso de prétesis y de antibiéticos
de amplio espectro, los cuales favorecen el crecimiento
excesivo de la colonizacién endégena de Candida, esto
provoca una infeccion oportunista que impacta seriamen-
te en la alteracion de la salud oral.’?

Entre las especies de Candida, C. albicans es la prin-
cipal especie relacionada con la candidiasis oral,*” se
han propuesto varios factores de virulencia por su pato-
genicidad. La adherencia a las células epiteliales bucales
es un requisito previo esencial para la colonizacién de la
mucosa bucal oral del huésped, mientras que la produc-
cién y la secrecion de fosfolipasas y proteinasas ayudan
a la invasién porque destruyen los componentes de
fosfolipidos y proteinas de las membranas de las células
del huésped.®

La levadura, C. albicans es un hallazgo frecuente de-
bido a que es un patégeno oportunista en humanos y se
puede aislar en 50 a 60% de las cavidades orales de los
adultos jovenes, variando su distribucion de acuerdo a
diversas condiciones sociodemogréficas.”® El tratamiento
para los diversos tipos de candidiasis usa antiftingicos,
principalmente nistatina (ungtiento, suspension oral),
miconazol (gel y crema oral), clotrimazol (crema), anfo-
tericina B (pastillas), entre otras.*

La existencia del biofilm de C. albicans puede exacer-
bar las infecciones clinicas al formar un reservorio para
producir células patégenas recalcitrantes, que actdan
como semillas para diseminar el organismo al torrente
sanguineo y provocar una infeccion sistémica invasiva.
Ademads, los biofilms de C. albicans muestran rasgos
fenotipicos Unicos, el mas destacado es que son nota-
blemente resistentes a una amplia variedad de agentes
antimicéticos clinicos, incluidos fluconazol y anfotericina
B convencional.’

Actualmente, no existen medicamentos especificos
para el biofilm de C. albicans, lo que hace que el trata-
miento de las infecciones basadas en biofilms sea parti-

cularmente problematico.'” El tratamiento exitoso de la
candidiasis atin puede ser mas obstaculizado donde hay
un biofilm establecido y las infecciones por biomateriales
siguen siendo un problema cada vez més alarmante debi-
do a su obstinacién intrinseca a la terapia convencional; '
por lo tanto, existe una urgencia por desarrollar nuevos
agentes antiflingicos contra los biofilms de C. albicans;'?
y debido a estas razones es necesario evaluar otras alter-
nativas de tratamiento que ayuden a controlar y eliminar
ala C. albicans, responsable de las infecciones micéticas
en la cavidad oral.

El ozono es una forma gaseosa incolora de oxigeno
y estd presente en la atmésfera. Es uno de los gases mas
importantes en la estratosfera debido a su capacidad
para filtrar los rayos ultravioletas, lo cual es critico para el
mantenimiento del equilibrio biol6gico en la biosfera.'?
Por otra parte, se ha utilizado para purificar el agua en
todo el mundo durante muchos afos, ya que es muy
eficaz para eliminar bacterias, hongos, virus y parasitos
en una concentracion més baja.' El ozono es un com-
puesto quimico que consta de tres atomos de oxigeno
(oxigeno triatémico, O,), una forma energética mas alta
que el oxigeno atmosférico normal (O,), con un poderoso
oxidante."> También se ha utilizado en medicina y odon-
tologia por sus propiedades antimicrobianas basadas en su
fuerte efecto de oxidacién con la formacién de radicales
libres, asi como en la destruccién directa de casi todos
los microorganismos.

En odontologfa el O, tiene una amplia aplicacién que
incluye el tratamiento de lesiones cariosas, desinfeccion
del conducto radicular, cicatrizacion de heridas después
de intervenciones quirdrgicas, control del biofilm de
la placa, desinfeccién de dentaduras postizas, entre
otras.'* Algunos estudios han reportado que la forma
acuosa de O, tiene potencial como agente antiséptico,
porque genera menos citotoxicidad que el ozono ga-
seoso 0 antimicrobianos ya establecidos (digluconato
de clorhexidina [CHX]: 2%, 0.2%; hipoclorito de sodio
5.25%, 2.25%; peréxido de hidrégeno (H,0, al 3%), lo
que cumple, ademas, con las caracteristicas bioldgicas
celulares 6ptimas en términos de biocompatibilidad para
la aplicacién oral.'®!”

A pesar de la amplia informacién disponible en la
literatura cientifica que sugieren el potencial del O, para
el control de diversas infecciones, no existe suficiente
informacién que determine claramente la propiedad
antifingica del O, contra el microorganismo C. albicans
en pruebas in vitro. El objetivo de este estudio fue deter-
minar el nivel antifiingico del O, contra la C. albicans a
través de evaluaciones microbiolégicas in vitro.
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MATERIAL Y METODOS
Preparacion de las soluciones con O,

El método de ozonizacién usado en este estudio fue a
través de un trabajo previamente reportado por Peralta
y colegas, en el 2017,"” el cual nos sirvié como guia para
realizar la ozonificacién del medio de cultivo variando
exclusivamente el microorganismo a inhibir. Una vez que
se tienen preparados los tubos de ensayo, previamente
esterilizados y con el medio de cultivo, se les etiquet6
con fecha y tiempo de exposicion al ozono.

Para la aplicacion del ozono se introdujo el aplicador
del gas con una aguja al fondo del medio de caldo de
cultivo (Standard 11-Nahrbouillon, Merck), al introducir la
aguja empez6 el burbujeo e inicié también el conteo para
su exposicion, esto se realiz6 teniendo el mechero encen-
dido para asegurar la esterilizacion en un radio de 30 cm.
Al término del tiempo sélo se retir6 el aplicador y se intro-
dujo a un nuevo tubo ya preparado, se le aplicé el nuevo
tiempo y asi sucesivamente hasta llegar al dGltimo tiempo
establecido. El equipo utilizado fue un sistema generador
de ozono en corona, de la casa Carbar’s (modelo 03AOD).

Actividad de inhibicion de crecimiento

Una vez que se tuvieron los tubos con el medio ozonizado
el siguiente paso fue la inoculacién de la cepa de C. albicans.
Esta se realiz6 teniendo el mechero encendido para asegurar
la esterilizacion en un radio de 30 cm, con la micropipeta
y puntas de 1 pL. Se agit6 el medio donde se encontraba
la cepa por unos segundos para realizar la toma, una vez
obtenida la muestra requerida con la pipeta, se deposit6
en el medio previamente ozonizado, se cerré el tubo y
se desecho la puntilla. Se repitié el proceso nuevamente
a cada uno de los tiempos restantes, y asi sucesivamente
hasta llegar al grupo control positivo (medio nutritivo con
microorganismos Unicamente), en el cual se realizdé una
dilucién de 1:1,000,000 para lograr hacer el conteo de
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL).
Finalmente, 1 uL de cada una de las suspensiones
fue extendida en placas con agar nutritivo (MCD LAB),
las cuales fueron preparadas por triplicado e incubadas
por 24 horas a una temperatura de 37 °C para realizar
el conteo de UFC/mL. La actividad de inhibicién de
crecimiento de la C. albicans fue determinada por el
ndmero de UFC/mL y por el porcentaje de inhibicion de
crecimiento, el cual fue determinado por una proporcién
del ndmero de UFC/mL del grupo control positivo y las
UFC/mL obtenidas por los diversos grupos de O.

Analisis estadistico

Los resultados de la actividad de inhibicion de creci-
miento fueron expresados en promedio, desviaciones
estandar y porcentajes de acuerdo con las UFC/mL. El
andlisis entre grupos se realizd con el andlisis de t de
Student para grupos independientes paramétricos vy las
diferencias entre grupos fueron determinadas cuando p
< 0.05. El programa estadistico utilizado fue IBM-SPSS
Statistics version 25.

RESULTADOS

Los resultados de acuerdo a los tiempos de ozonizacion,
asf como la concentracién de O, en la inhibicién de C.
albicans esté descrita en la Tabla 7. En general, la actividad
de inhibicion de crecimiento de la C. albicans se present6
a partir de los 350 y 400 s en una concentracién de O,
de 0.0494 y 0.0564, respectivamente.

En la Tabla 2 se muestran los resultados del nivel de
inhibicién en el crecimiento de la C. albicans con O,.
Una vez identificado el tiempo y concentracién de O,
en la cual comienza la inhibiciéon del crecimiento del
microorganismo, se realizaron evaluaciones usando
tiempos de ozonizacién de 320, 340 y 350 s. El tiempo
de ozonizacién fue dependiente de la concentracién
de O,, en el cual la concentracién de ozono aumentd
gradualmente con el avance del tiempo de ozonizacién
(320 s = 0.0451 ppm, 340 s = 0.0479 ppmy 350 s =
0.0494 ppm).

Por otro lado, el uso de ozono gener6 diferentes nive-
les de inhibicion de la C. albicans para todos los grupos.

Tabla 1: Tiempos de ozonizacion y concentracion de O,

para la inhibicion de crecimiento C. albicans.

Inhibicion de
Tiempo crecimiento de C. Concentracion de O,
(s) albicans (ppm)
100 Negativo 0.0141
150 Negativo 0.0212
200 Negativo 0.0282
250 Negativo 0.0353
300 Negativo 0.0423
350 Positivo 0.0494
400 Positivo 0.0564
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Tabla 2: Nivel de inhibicién de crecimiento de C. albicans con O,

Grupos (8) UFC/mL* Concentracion de O, (ppm) Porcentaje de inhibicion (%)
320 940 + 45.8* 0.0451 99.96
340 664 + 98.3* 0.0479 99.97
350 0+0° 0.0494 100.00
Control positivo 2'097,333 £ 54,601 0.000 0.00
Control negativo 00 0.000 100.00

* UFC/mL son expresados en promedios y desviacion estandar. * indica diferencias significativas con el grupo control positivo (p < 0.05).

Aunque se puede apreciar un efecto de inhibicion de
crecimiento que aumenta gradualmente con el tiempo
de ozonizacién y la concentracién de O,, el nivel de
inhibicion de crecimiento de la C. albicans fue estadis-
ticamente mejor en todos los tiempos de ozonizacién
y concentraciones de ozono (940 * 45.8, 664 + 98.3 y
0 + 0 UFC/mL, respectivamente), en comparacién con
el grupo control positivo (2,097,333 * 54,601 UFC/mL)
(p < 0.05). Adicionalmente, se puede observar que los
porcentajes de inhibicion de crecimiento de la C. albi-
cans aumentaron con la presencia del O,, asi como en
sus tiempos de ozonizacién y concentraciones mas altas.

En la Figura T se muestran imagenes representativas de
placas de agar nutritivo de C. albicans expuestas a ozono.
Las iméagenes de la placa de agar nutritivo muestran mayor
cobertura de colonias de C. albicans en tiempos de ozoni-
zacion y concentraciones mas bajas (Figura 1A), seguidas
de las condiciones de O, moderadas (Figura 1B), en las
cuales se observan menor cantidad de colonias que en las
concentraciones mas bajas. Finalmente, el grupo con la
ausencia total de colonias de C. albicans fue encontrado
en los tiempos de ozonizacién y concentraciones de O,
mds altos (Figura 1C). Indudablemente, los resultados de
la actividad de inhibicién de crecimiento de la C. albi-
cans dependen firmemente de la presencia, tiempo de
ozonizacién y concentracion de O,.

DISCUSION

El presente estudio demostré que el uso de ozono tiene un
efecto de inhibicién en el crecimiento de C. albicans bajo
condiciones in vitro, el cual se encontré estadisticamente
asociado con el tiempo de ozonizacién y con la con-
centracion del ozono en las soluciones. Estos resultados
podrian sugerir el uso del ozono como una terapéutica

potencial para el control de infecciones orales fingicas
asociadas con C. albicans.

Hoy en dia, existen cuatro principales tipos de far-
macos antimicéticos para la mayoria de las infecciones,
considerados como terapia tradicional farmacolégica: los
azoles, polienos, equinocandinas y andlogos de nucle6-
sidos. Los azoles (fluconazol) son los més recetados para
infecciones micéticas sistémicas y topicas. Los polienos
(anfotericina B) son los fungicidas mas antiguos disponi-
bles para tratar infecciones graves. Las equinocandinas
(caspofungina) son fungicidas contra la mayoria de las
especies de Candida, son la clase mas nueva de anti-
flingicos para tratar infecciones persistentes mediante la
administracion intravascular. Los analogos nucledsidos
como la 5-flucitosina son antimetabolitos que limitan a
los nucledsidos durante la sintesis de acidos nucleicos
interrumpiendo la sintesis de ARN, ADN y proteinas de
los hongos.'® Sin embargo, las infecciones por C. albicans
suelen ser resistentes a la mayorfa de las terapias farma-
coldgicas convencionales.’

Existen terapias alternativas que han demostrado ser
eficaces para el control de la C. albicans, por ejemplo,
el uso de la curcumina como un farmaco anticandidial
y que suele ser eficaz por la escasa solubilidad que
presenta. Se ha sugerido que el tratamiento de la C.
albicans se maneje en combinacion con otros métodos,
como la terapia fotodindmica, la cual ha demostrado ser
minimamente invasiva para el tratamiento del céncer y
otras enfermedades.

La combinacién de dos agentes antiflingicos con
diferentes mecanismos de accion, como la quimica y la
terapia fotodindmica, para complementar las deficiencias
de uno y otro tratamiento, ha mostrado tener un efecto
positivo en los pacientes.'” No obstante, otros estudios
han comprobado que la combinacién de la terapia de
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ozono y la fotodindmica no ofrecen una reduccién ade-
cuada de microorganismos que se encuentran sobre un
biofilm bien estructurado.?’

En la presente investigacion observamos la inhibicién
del crecimiento de C. albicans por medio del contacto
del O, a distintas concentraciones (0.0451, 0.0479 y
0.0494 ppm, respectivamente) y tiempos de generacion
en su forma gaseosa (320, 340 y 350 s). Es probable que
el ozono haya generado reacciones a nivel molecular
en el medio acuoso, al producir una oxidacién de las
paredes celulares y las membranas citoplasméticas en el
microorganismo de C. albicans y crear una permeabilidad
aumentada para que las moléculas de ozono logren entrar
adecuadamente, lo que da como resultado un dano fisico
en las estructuras superficiales de las células.”"?!

Otros estudios también han demostrado efectos
antifiingicos contra la C. albicans. El uso de productos
naturales para el control de enfermedades micéticas ha
obtenido resultados favorables mediante la interrupcién
de algunos mecanismos de accién, tal es el caso de los
inhibidores de la sintesis de componente de la pared ce-
lular (quitina y manoproteinas), inhibidores de la sintesis
de esfingolipidos (serina palmitoiltransferasa, ceramida
sintasa, inositol fosfoceramida sintasa) e inhibidores de
la sintesis proteica (sordarinas).

Otros autores han demostrado el control de C. albi-
cans mediante el uso de productos naturales derivados
de plantas como el pinoresinol que despolariza y forma
poros en la membrana flngica o mediante el uso del acei-
te de canela y el complejo del aceite de «pogostemony
que provoca irregularidades porosas en la superficie de
C. albicans."?

En otros estudios se ha demostrado la efectividad de
las burbujas de ozono con una concentracion aproxima-
da de 10 ppm como limpiador de dentaduras protésicas
contra la C. albicans, al mostrar una reduccién de hasta
una décima parte en 30 min de exposicion.”” En este
estudio, la inhibicion en el crecimiento C. albicans se

mostré a partir de una exposicién de 350 s a una con-
centracién de ozono de 0.0494 ppm vy a los 400 s con
una concentracién de 0.0564 ppm. Es bien sabido que
el ozono posee la capacidad de tener una alta solubilidad
por su gran facilidad de dispersarse en el agua y provocar
una reaccion en los acidos grasos insaturados de la mem-
brana fosfolipida que desencadena todo un proceso que
conlleva a la liberacién de oxigeno y causa la muerte de
microorganismos. '’

Debido a las limitaciones y deficiencias mostradas
por los tratamientos convencionales, se ha optado por
la bisqueda de nuevas alternativas de tratamiento que
puedan generar efectos beneficiosos en el paciente y
que no comprometan el estado de salud de éste. La
ozondlisis es un proceso por el cual se lleva a cabo una
oxidacion de las células al generar irregularidades en las
paredes citoplasmaticas y promover la destruccion de las
paredes celulares, lo que da como resultado una mayor
permeabilidad del microorganismo.?’

El presente estudio demuestra la eficacia del ozono
en una forma gaseosa contra la C. albicans y, al igual que
otros gases como el O2, NO y CO, ha evidenciado tener
una eficacia contundente; sin embargo, es necesario co-
nocer las limitaciones con respecto a sus dosis y tiempos
de exposicién para evitar que se convierta en una opcién
terapéutica con repercusiones toxicas.?*

A pesar de que diferentes microorganismos se en-
cuentren establecidos en un mismo entorno, la variable
con respecto a los tipos de administracién, las dosis y los
tiempos de exposicién dependeran del tipo de microor-
ganismo especifico por el cual se esté realizando el trata-
miento.'” El presente estudio ofrece al clinico un punto
de partida basado en evidencia cientifica con respecto
a las concentraciones adecuadas para el manejo de las
enfermedades micéticas, pero no establece un protoco-
lo generalizado debido a que el disefio de este estudio
fue in vitro, lo que sugiere que se deben realizar futuras
investigaciones de tipo clinico, ademas se debe seguir

Figura 1: Inhibicion de crecimiento de C. albicans en diversas condiciones de O,. A) 320 s y 0.0451 ppm. B) 340 s y 0.0479 ppm. C) 350 sy
0.0494 ppm.
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investigando el beneficio del ozono para el tratamiento
de diferentes enfermedades y la bdsqueda de diferentes
alternativas para distintos procedimientos terapéuticos.

CONCLUSIONES

Este estudio demostré que el ozono posee un efecto anti-
fangico significativo contra el microorganismo C. albicans
bajo procedimientos in vitro, el cual es dependiente del
tiempo y concentracion durante la ozonizacién. Aunque
el ozono podria representar una terapéutica antiflingica
potencialmente efectiva para el control de infecciones
micoticas orales asociadas con C. albicans, es necesario
el desarrollo de nuevos protocolos de investigacién para
determinar el uso seguro en seres humanos.
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