Articulo original producto de la investigacion

Cambios morfoldgicos e inhibicion del crecimiento de
Candida albicans en presencia de una solucion de sulfato
de zinc

Morphological changes and inhibition of the growth of Candida
albicans in the presence of solution sulfate of a zinc sulfate of zinc

Julian Gallon Nausa

Resumen

Objetivo. Identificar aislamientos de C. albicans, en nifios de cuatro a doce anos, de una poblacién de
189 individuos y evaluar dichos aislamientos frente a tres concentraciones (3%, 5% y 7%) de Sulfato
de Zinc. Método. Se utilizaron las técnicas de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI, la técnica
de Kirby Bauer, segin los pardmetros del Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) y analisis
de microscopia y barrido electrénico. Resultados: En el método de CMI, con las concentraciones de
3% y 5% se encontrd una disminucién en las Unidades formadoras de Colonias (UFC) relacionadas
con el tiempo (24, 48 y 72 horas), comparadas con la cepa control. En cuanto a la concentracién del
7%, no se presentaron unidades formadoras de colonias en ninguno de los tres tiempos observados.
Con la técnica de Kirby Bauer, la concentracién del 3% no presenté inhibicién del crecimiento; a las
concentraciones del 5% y 7% se presenté un halo de 16 mm y 20 mm respectivamente. El andlisis
de microscopia y barrido electrénico (MBE), revela que el Sulfato de Zinc de 3% y 5% presentan for-
maci6n de biopelicula y pseudomicelio, a diferencia de la concentracién del 7% donde se observé lisis
celular en todos los campos.
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Abstract

Objective. Identify isolations of C. albicans, in children from 4 to 12 years, of a population of 189
individuals and to evaluate the above mentioned isolations opposite to three concentrations (3 %, 5 %
and 7 %) of Sulfate of Zinc.Methods. There were in use the technologies of the Minimal Inhibitory
Concentration (CMI) and Kirby Bauer’s technology, according to the parameters of the Clinical Labo-
ratory Standards Institute (CLSI). Results: In CMI’s method, with the concentrations of 3 % and 5 %
one found a decrease in the forming Units of Colonies (UFC) related to the time (24, 48 and 72 hours)
compared with the vine-stock control. As for the concentration of 7 %, they did not present forming
units of colonies in any of three observed times. With Kirby Bauer’s technology, the concentration of 3
% did not present inhibition of the growth; to the concentrations of 5 % and 7 % one presented a halo
of 16 mm and 20 mm respectively. The analysis of Microscopy and Electronic Sweep (MBE), it reveals
that the Sulfate of Zinc of 3 % and 5 % they present formation of biopelicula and pseudomicelio,
unlike the concentration of 7 % where it was observed lisis cellular in all the fields.
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Introduccion

Candida albicans, es el agente responsable de la ma-
yoria de las infecciones micéticas en los seres huma-
nos (1-3). El incremento de estas infecciones, junto
a la aparicién de resistencias a diversos antifingicos
hace necesario estudiar otras sustancias con proba-
ble accién fungicida como seria el caso del sulfato
de zinc.

La mayorfa de las micosis orales (4-6), son produ-
cidas por levaduras del género Candida, principal-
mente por la especie C. albicans se considera que
cuatro de cada mil pacientes que acuden a una con-
sulta odontolégica general presentan sintomas de
infeccién candididsica. Ademds, una gran parte de
las candidiasis orales son asintomadticas y es muy pro-
bable que la prevalencia de este proceso sea mucho
mayor. Son frecuentes en lactantes, ancianos y perso-
nas con factores predisponentes generales o locales.

Adicionalmente, la candidiasis oral y orofaringea
(7, 8), son las infecciones fiingicas mds comunes en
pacientes oncoldgicos sometidos a tratamiento anti-
neopldsico; paciente con grandes estadfas hospitalaria
(9), también se encuentra presente en algunos estados
fisiolégicos como enfermedades metabdlicas, endo-
crinopatias, sindrome de inmunodeficiencia adqui-
rida, uso de medicamentos, intervenciones quirdr-
gicas, en donde se pueden presentar posibles fallas
en los tratamientos instaurados con antimicéticos,
adquiriendo resistencia (10-20).

Es bien conocida la capacidad de adaptacién genética
y fenotipica de la Candida albicans, le permite mejo-
rar sus estrategias de supervivencia especialmente en
la cavidad oral cuando la respuesta inmune es defi-
ciente y la respuesta de los tejidos es alterada como
barrera primaria. Este cambio genera un retrasé en
los tiempos de cicatrizacién y esto facilita la coloniza-
cién de C. albicansy la consiguiente cronicidad de las
infecciones por dicho microorganismo, de ahi la pre-
ocupacién para estar en constante busqueda de sus-
tancias que puedan controlar su crecimiento (17-18).

Actualmente se ha visto este hongo, también
implicado en procesos de resistencia a sustan-
cias anti fingicas ya existentes (10-12), razén
por la que se considera de gran importancia la
investigacién en productos que inhiban el creci-
miento de este microorganismo.

En este estudio se pretende evaluar los cambios
morfolégicos e inhibicién del crecimiento del
hongo Candida albicans en presencia de una so-
lucién de sulfato de zinc en cepas aisladas en
una poblacién de ninos de cuatro a doce afos.
Esta poblacién en particular presenta factores
de riesgo como caries dental, enfermedad
periodontal, asociados probablemente a dietas
ricas en carbohidratos, mal oclusiones, respi-
radores orales, hdbitos higiénicos deficientes y
epitelios reactivos. Adicionalmente esta pobla-
cién corresponde a una regién deprimida sin
recursos de atencién odontolégica.

En este trabajo se pretende enfrentar al hongo
a diferentes concentraciones de sulfato de zinc
(3.0%, 5.0% y 7%) y observar los cambios mor-
folégicos mediante microscopia de fluorescen-
cia y electrdénica y la inhibicién del crecimiento
de la Cdndida albicans por medio de los méto-
dos de crecimiento en placas de agar, mediante
la técnica de Kirby Bauer y mediante la técnica
en medio liquido de la Concentracién Inhibito-
ria Minima (CIM).

Materiales y métodos

Se realizé un estudio descriptivo transversal
para observar los cambios morfolégicos e inhi-
bicién del crecimiento de Candida albicans en
presencia de tres (3%,5% y 7%) concentraciones
de sulfato de zinc. Se utilizaron aislamientos
de Candida albicans de ninos del colegio Madre
Teresa Titos de la ciudad de Bogotd y cepa con-
trol Candida albicans ATCC 90028.
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La muestra correspondié a 13 cepas de Candida
albicans 'y como control se utiliz6 la  cepa
Candida albicans ATCC 90028 recomendada
para este efecto. Las pruebas se corrieron por
triplicado en cumplimiento de los estdndares de

calidad.

Genotipificacion de cepas. Las cepas de Candi-
da fueron genotipificadas por el Instituto de
Ciencias Bdsicas, Enfermedades Infecciosas y
Enfermedades Tropicales de la Universidad del
Rosario por el método de Reaccién en Cadena

de la Polimerasa PCR.

Pruebas de actividad del Sulfato de Zinc. Se rea-
lizaron dos métodos para valorar la actividad de
las levaduras al sulfato de Zinc; el Método de

albicansen presencia de una solucion de sulfato de zinc

Kirby Bauer y el método de la Concentracién
Minima Inhibitoria (CMI). Los dos sistemas se
realizaron segiin los pardmetros indicados en el
método estdndar referenciado en el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) protoco-
lo enero 2007 Volumen 27.

Cambios morfoldgicos de la levadura. Se practicé
estudio en Microscopia de barrido electrénico
para observacién de los cambios morfolégicos
y estructurales de la levadura Candida albicans.

Resultados

Los hallazgos encontrados se presentan a conti-
nuacién en las Figuras 1-4, Tablas 1 al 5 y gra-
fico 1.

Figura 1. Cultivo 24, 48 y 72 horas sin Sulfato de Zinc. Cepa de Candida albicans ATCC90028, se observa

morfologia y tamafo normal de 3.0 a2 5.0

Figura 2. Candida albicans enfrentado a una concentracion de sulfato de zinc al 3% 24, 48 y 72 horas.
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Figura 3. Candida albicans enfrentado a una concentracion de sulfato de zinc al 5% a las 24, 48 y 72 horas.

En la figura 3A se observa que el microorganis-
mo aun conserva su forma levaduriforme. Sin
embargo hay una gran proliferacién de gemas
y matriz de exoplisacaridos, lo que indicaria
un comienzo incipiente de una biopelicula. En

1 Del Mag WD
M LFD 6000x 12.5 mm 0.0V 4.5

la figura 3B se observa el comienzo de la for-
macién de un pseudomicelio. En la Figura 3C
pseudomicelio bien desarrollado con predomi-
nio en todos los campos observados.

HY  Spol

Figura 4. Candida albicans enfrentado a una concentracién de sulfato de zinc al 7% a las 24, 48 y 72 horas.

En la figura 4A, las células son de gran tamano
y su morfologia no corresponde ni a levadura ni
a pseudomicelio y también se observa una pérdida
de la turgencia e inicios del proceso de lisis celular.

En la figura 4B las células han perdido su arquitec-
tura y pareciera que la mayoria se encuentra en pro-
ceso de lisis. En la figura 4C hay desaparicién total
de las células, en todos los campos hay lisis celular.

Tabla 1. Resultados luego de la exposicion de Candida albicans a diferentes concentraciones de sulfato de zinc en medio liquido (téc-
nica CIM) expresado como Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

TIEMPO 24 Horas
Control 92 UFC
Sulfato de Zinc al 3% 102 UFC
Sulfato de Zinc al 5% 42 UFC
Sulfato de Zinc al 7% 0

48 Horas 72 Horas

320 UFC 1600 UFC

295 UFC 1380 UFC

160 UFC 985 UFC
0 0
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Tabla 2. Porcentajes de inhibicién del crecimiento respecto al control

ZnSO, 3% crecimiento 7,8 13,75
ZnSO, 5% 54 50 38,4
ZnSO4 7% 100 100 100

A partir de estos resultados se podria inferir que a una concentracién del 7% el microorganismo es to-
talmente inhibido en cuanto a su crecimiento

Tabla 3. Candida albicans ATTCC 90028 promedio de halo (milimetros)

ATCC sin Sulfato de Zinc  Sulfato de Zinc 3% Sulfato de Zinc 5% Sulfato de Zinc 7%

Crecimiento Crecimiento 16 mm 20 mm

El comportamiento de la cepa control en este caso Candida albicans ATCC 90028, a las 48 horas
y a las 72 horas presento un promedio de halos de 16 y 20 mm respectivamente y crecimiento
normas en ausencia del sulfato de zinc.

Tabla 4. A diferentes concentraciones de sulfato de zinc en medio solido (Técnica de Kirby Bauer) en funcién del halo de crecimiento
(mm)

TIEMPO 24 Horas 48 Horas 72 Horas
Control Crecimiento Crecimiento Crecimiento
ilu ;{;;0 e Zine Crecimiento Crecimiento Crecimiento
i{‘%{;oto de Zinc 16 mm 16 mm 16 mm
ESdu l/foifo e 20 mm 20 mm 20 mm

Sise asume que el término “crecimiento” indica
que no hay halo de inhibicién, se puede com-
probar en medio sélido que el sulfato de zinc al
5% es la Concentracién Minina Inhibitoria,

produciendo un halo de inhibicién de 16 mm
y que un halo de 20 mm al 7% aumenta la
inhibicién un 20% mds, en cualquier tiempo
de incubacién

1
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Tabla 5. Andlisis por microscopia electrénica de barrido

Tiempo 24 horas
Control Crecimiento
ZnSO4 3% Biopelicula
ZnSO4 5% Pseudomicelio
ZnSO4 7% Lisis celular

48 horas 72 horas
Crecimiento Crecimiento
Biopelicula Biopelicula
Pseudomicelio Pseudomicelio

Lisis celular Lisis celular

Los datos de Microscopia de Barrido Electréni-
co, indican que una concentracién de Sulfato de
Zinc de 7%, es capaz de producir lisis celular en
la Candida albicans, mientras que concentraciones

menores no lo hacen. Como conclusién, para que
haya inhibicién total del crecimiento, la Concen-
tracién Minina debe ser del 7%.

Fig.1 Crecimiento de C.alhicans vs tiempo a diferentes concs. de
sulfato de Zinc en medio liquido
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Grifico 1. Crecimiento de Candida albicans Vs tiempo a diferentes concentraciones de Sulfato de Zinc en medio liquido

Se observa en el grafica 1 que entre la muestra con-
trol y el Sulfato de Zinc al 3%, hasta las 48 horas
no hay diferencia. A las 72 horas ya se nota una
diferencia que corresponde al 13.75 del control. La

Concentracién Minina Inhibitoria es de 5%, ya
que inhibe el crecimiento a partir de las 24 horas.
La concentracién del 7% inhibe el 100% del creci-
miento en todos los tiempos observados.
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Discusion

Candida albicans, presenta una mayor capacidad
de adherencia y penetracién en relacién con las
otras especies de Candida, que se facilita por la
transformacién de levadura a micelio (16).

Estos cambios morfolégicos se observaron en
las concentraciones del sulfato de zinc del 3% y
el 5%%, con crecimientos celulares en ambas
concentraciones. Lo anterior se relaciona con lo
informado por Rios (13), quien encontré esta
transicién morfolégica de Candida albicans, con-
cluyendo que esta caracteristica estd relacionada
con su patogenicidad.

En presencia de las concentraciones de 3% y 5%,
se observé formacién de biopelicula y pseudomice-
lio, en todos los tiempos. Los tamanos celulares se
encontraban entre 3 y 5 micras y observan canales
comunicantes, caracteristica muy importante de
la arquitectura de las biopeliculas. A una concen-
tracién de 7% de sulfato de zinc se present6 lisis
celular a las 24, 48 y 72 horas. Es de resaltar que la
inhibicién del crecimiento fue absoluta compara-
da con las concentraciones de 3% y 5%, donde si
se presentd crecimiento.

Los aislamientos utilizados en este estudio corres-
ponden a una poblacién infantil de cuatro a doce
anos, portadores asintomdticos, con factores de
riesgo como caries dental, enfermedad periodon-
tal, maloclusiones y dietas ricas en carbohidratos,
pertenecientes a una zona deprimida econdémica-
mente de la ciudad de Bogotd sin atencién odon-
tolégica, al igual que la poblacién escogida por
Kadyr, Uygun y Akyiiz, quienes observaron una
prevalencia de 26.3%, donde Cdndida albicans
fue la especie mds frecuente (84.4%) Otras espe-
cies fueron parapsilosis, krusei, kefyr, famata y tro-
picalis. Estos autores concluyeron que la frecuencia
del estado de portador variaba en funcién de la
edad y la dieta.

Al igual que Souza (14), este estudio también
observo que las cepas de Candida, presentan

albicansen presencia de una solucion de sulfato de zinc

cambios morfoldgicos, asociados a su virulencia y a
las condiciones del microambiente de la cavidad oral.

Mendicote (15), Carl y Emrich observaron que el
zinc inhibfa el crecimiento bacteriano y aumentaba
la respuesta inflamatoria con una disminucién del
tamano de las heridas y mejoraba el control de la
infeccién.

Los resultados obtenidos en la mayoria de los ensa-
yos clinicos, sugieren que el zinc puede ser un trata-
miento eficaz como estimulante de los procesos de
cicatrizacién. Esta actividad se podria alternar con
estudios in-vitro, que demuestren un posible efecto
sobre crecimiento de microorganismos.

En conclusion, las pruebas de fenotipificacién y geno-
tipificacion corroboraron que los aislamientos corres-
pondian al hongo Candida albicans. La formacién
de tubo germinal fue positiva, lo cual corrobora el
potencial patégeno del microorganismo. La forma-
cién de clamidosporas también ocurrié, con lo que
se demuestra el cambio fenotipico a su forma mds
resistente en condiciones adversas.

Con el método de la Concentracién Minima Inhibi-
toria en las concentraciones del 3% y 5% de sulfato
de zinc, se presentd una disminucién de las UFC,
con respecto al control, en los diferentes tiempos eva-
luados (24, 48 y 72 horas), con la concentracién del
7% de sulfato de zinc no se presenté crecimiento, con
respecto al control, en ninguno de los tiempos eva-

luados (24, 48 y 72 horas).

Cuando la Candida albicans se expuso a una con-
centracién de sulfato de zinc al 3%, con el método
de Kirby Bauer presento crecimiento en todos los
tiempos evaluados (24, 48 y 72 horas), con respecto
a la cepa control. A una concentracién de sulfato de
zinc al 5%, presento un halo de 16 mm, en todos los
tiempos evaluados (24, 48 y 72 horas), con respecto
a la cepa control a una concentracién de sulfato de
zinc al 7%, presento un halo de 20 mm, en todos
los tiempos evaluados (24, 48 y 72 horas), con res-
pecto a la cepa control.

13



14

NOVA. 2015; 13 (23): 7-15

La exposicién de Candida albicans a la concen-
tracién del 3% mostré formacién de biopelicula
alas 24, 48 y 72 horas, observable mediante Mi-
croscopia de Barrido Electrénico. La concentra-
cién de sulfato de zinc del 5% present6 forma-
cién de pseudomicelio a las 24, 48 y 72 horas,
En la concentracién de 7% de Sulfato de Zinc,
no se observaron biopéliculas ni pseudomicelio
y a esta concentracién se present6 lisis celular a
las 24, 48 y 72 horas. Es de resaltar que la inhi-
bicién del crecimiento fue absoluta comparada
con las concentraciones de 3% y 5%, donde si se
presentd crecimiento.

Si se asume que el término “crecimiento” indica
que no hay halo de inhibicién, se puede compro-
bar con la técnica de Kirby Bauer, que el sulfato
de Zinc al 5%, tiene la minima concentracién
inhibitoria produciendo un halo de inhibicién
de 16 mm y que al 7% aumento la inhibicién de
20% mds para cualquier tiempo de incubacién.

En la concentracién de Sulfato de Zinc al 3% ,
comparado con el control, hasta las 48 horas
no hay diferencia; mientras que a las 72 horas
ya se observa una diferencia correspondiente
al 13.75% con referencia al control. La Mini-
ma Concentracién Inhibitoria es 5%, porque
se demuestra crecimiento desde las 24 horas.
La concentracién del 7% inhibe al 100% el

crecimiento, en todos los tiempos observados.

Los datos de microscopia de barrido electré-
nico indican que la concentracién se sulfato de
zinc al 7%, es capaz de producir lisis celular de
C. albicans, mientras que concentraciones me-
nores no. De lo anterior se puede concluir que
para que haya inhibicién total del crecimien-
to, la concentracién minima debe ser del 7%.
La solucién de sulfato de zinc al 7% interfiere
el desarrollo de Candida albicans, generando
un cambio en su morfologia, que le impide
un crecimiento normal en modelos in-vitro.
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