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Resumen
El proposito del presente estudio es determinar el efecto antifungico de los colutorios
orales frente a cepa de Candida albicans. El tipo de investigacion es aplicada, de método
analitico, bajo un enfoque cuantitativo, disefio experimental in - vitro, longitudinal de
forma prospectiva. Esta prueba se realizd en 30 placas Petri con Céndida albicans, se
emplearon discos antibiograma, los cuales estuvieron impregnados con Gluconato de
clorhexidina al 0.12%, Cloruro de cetilpiridinio al 0.07%, Gluconato de clorhexidina al
0.12% y Cloruro de cetilpiridinio al 0.05%, como control positivo fue empleado el
antibiotico Anfotericina B y el control negativo fue el suero fisiologico al 0.85%. Los halos
de inhibicién frente a Candida albicans fueron medidos en milimetros con una regla de
Vernier digital. Se encontraron los siguientes niveles de eficacia antimicotica del
Gluconato de clorhexidina al 0.12% a las 24 horas (19.72mm), 48 horas (19.61mm), y 72
horas (19.48mm) también se pudo observar que los promedios del Cloruro de cetilpiridinio
al 0.07% a las 24 horas (16.19mm), 48 horas (16.08mm), y 72 horas (15.96mm) Ademas,
se pudo observar los promedios de Gluconato de clorhexidina al 0.12% vy el Cloruro de
cetilpiridinio al 0,05% a las 24 horas (14.40 mm), 48 horas (14.29mm) y 72 horas
(14.18mm). Se concluye que el Gluconato de clorhexidina 0.12% (Oralgene) fue el
colutorio mas efectivo frente a Candida albicans para el presente estudio, después del

antibiético Anfotericina B.

Palabras clave: Candida albicans, Gluconato de clorhexidina, Cloruro de cetilpiridinio,

halos de inhibicion.



Abstract

The objective of this investigation was to determine the antifungal effect of oral
mouthwashes against Candida albicans strains. The type of research was applied,
analytical method, under a quantitative approach, experimental design in - vitro,
longitudinal prospective. This test was performed on 30 Petri dishes with Candida
albicans, antibiogram discs were used, which were impregnated with 0.12% chlorhexidine
gluconate, 0.07% cetylpyridinium chloride, 0.12% chlorhexidine gluconate and 0.05%
cetylpyridinium chloride. As a positive control was used the antibiotic Amphotericin B and
the negative control was 0.85% physiological serum. The inhibition halos against Candida
albicans were measured in millimeters with a digital Vernier ruler. The following
antifungal efficacy levels were found for chlorhexidine gluconate at 0.12% in 24 hours
(19.72 mm), 48 hours (19.61 mm) and 72 hours (19.48 mm) and it was also observed that
the averages for cetylpyridinium chloride at 0.07% in 24 hours (16.19 mm), 48 hours
(16.08 mm) and 72 hours (15.96 mm). In addition, the averages of chlorhexidine gluconate
at 0.12% and cetylpyridinium chloride at 0.05% were observed in 24 hours (14.40 mm),
48 hours (14.29 mm) and 72 hours (14.18 mm). It is concluded that chlorhexidine gluconate
0.12% (Oralgene) was the most effective mouthwash against Candida albicans for the

present study, besides the antibiotic Amphotericin B.

Keywords: Candida albicans, Chlorhexidine gluconate, Cetylpyridinium chloride,

inhibition halos.



Introduccion
El objetivo del estudio es determinar el efecto antifingico de los colutorios orales frente a
cepa de Candida albicans. El tipo de investigacion es aplicada, de método analitico, bajo
un enfoque cuantitativo, disefio experimental in - vitro, longitudinal de forma prospectiva.
El informe final de tesis se estructura de la siguiente manera:
CAPITULO I: EL PROBLEMA: Se presenta el planteamiento del problema, en el que se
describe la realidad problematica, los problemas y objetivos del estudio. También se
muestra la justificacion del estudio y sus limitaciones.
CAPITULO Il: MARCO TEORICO: Se describen los antecedentes de la investigacion,
las bases tedricas relacionadas al objeto de estudio y la formulacion de hipétesis.
CAPITULO I1l: METODOLOGIA: Se detalla la metodologia utiliza, que comprende el
método, enfoque, tipo, disefio, poblacion, muestra y variables de la investigacion, asi como
la técnica e instrumento de recoleccion de datos, validacion de la ficha, procesamiento y
andlisis de datos con la aplicacién de técnicas estadisticas y aspectos éticos.
CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS: Se
muestran los resultados por medio del andlisis descriptivo, prueba de hipdtesis.
Posteriormente, se realiza la discusion con las investigaciones previas para contrastar los
resultados hallados.
CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES: Se desarrollan las

conclusiones y recomendaciones de la investigacion.



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Las infecciones fingicas invasivas provocadas por Candida han aumentado en frecuencia y
trascendencia de 3 a 20 veces desde los afios 70, acompafiadas de una alta mortalidad, de tal
forma que, segun datos del desarrollo epidémico de la septicemia en la nacion estadounidense,
indican que la cantidad de incidentes registrados a nivel anual sobre las causas o etiologia fungica
incremento en un valor porcentual de 207 % en los afios de 1979 al 2000 (1). En el Per, se han
realizado pocos estudios sobre Candida, uno llevado a cabo en 9 hospitales de Lima en el periodo
del 2009 al 2011, donde se reportaron 153 especies del género Candida que provocaron
candidemia (1). La Candida albicans normalmente es inofensiva en individuos sanos debido a
sus bajos niveles de concentracion (2), pero, en determinadas situaciones, este microorganismo
oportunista puede ocasionar una infeccion llamada candidiasis oral en pacientes
inmunodeprimidos, pacientes diabéticos y personas portadoras de proétesis (3), llegando a
provocar una septicemia (4). Los factores que provocan que la Candida albicans aumente su
capacidad para dafar a su anfitrion, incluyen la capacidad de adhesion a superficies, crear formas
de crecimiento filamentosas y producir enzimas hidroliticas que provocan dafo celular (3). La
asociacion entre Candida y el cancer oral ha sido tradicionalmente un tema de debate; la creciente
evidencia ha apoyado una correlacion entre candidiasis y desarrollo de displasia epitelial oral, un
espectro de cambios histopatolégicos que afectan el revestimiento epitelial de la mucosa oral que
muestra un mayor riesgo de progresion a carcinoma oral de células escamosas (OSCC) o cancer
oral (5). En varios casos, la candidiasis oral puede prevenirse mediante una buena higiene bucal,
incluido el cepillado dental diario y el uso de colutorios orales (6), dado que muchas personas no

pueden eliminar la placa dental adecuadamente y el control mecanico del biofilm por si solo es



insuficiente, el control quimico de la placa, mediante la aplicacion de agentes antimicrobianos,
puede defender la cavidad oral contra los efectos negativos, reduciendo la acumulacion de placa
y mejorar la salud bucal (7).

Los colutorios orales de actividad antiflngica son accesibles y, al mismo tiempo, ocasionan que
haya una cantidad menor de efectos colaterales a diferencia de los demas tratamientos
convencionales (8), lo cual fomenta su empleo como medida preventiva para tratar las micosis
orales (3). El Digluconato de clorhexidina (CHX) es una bisbiguanida de clorofenilo catiénico
que se une a las superficies cargadas negativamente, tiene una amplia distribucion antimicrobiana
que incluye a la Candida albicans. Diversos estudios demuestran que es mas eficaz que la
nistatina o la anfotericina B para matar las células adherentes de Candida albicans, por lo que su
exposicion a la clorhexidina resulta en pérdida de integridad estructural, disminucion de la
capacidad de adherirse y fragmentacion de la pared celular, al adherirse a las glicoproteinas
salivales en la placa se libera lentamente con el tiempo, lo que permite una actividad prolongada
después de la exposicién en el ambiente oral (9). Por otro lado, el Cloruro de cetilpiridinio (CPC)
es un antiséptico que se encuentra compuesto de amonio cuaternario, el cual esta formado por el
nitrégeno cuaternario, sustancia que se halla conectada a una 0 méas cadenas laterales que no
absorben agua (10). La eficacia antimicrobiana del Cloruro de cetilpiridinio condujo a una mayor
eficacia por sus propiedades antifungicas debido a la capacidad que tiene de inhibir la adherencia

de hongos (8). En este contexto, se evaluo la problematica expuesta.



1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema general
¢Cual es el efecto antifungico de los colutorios orales frente a cepa de Candida albicans en
Lima, 20227

1.2.2. Problemas especificos

- ¢Cudl es el efecto antifingico del Gluconato de clorhexidina al 0,12% frente a cepa de
Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas en Lima, 2022?

- ¢Cudl es el efecto antifingico del Cloruro de cetilpiridinio al 0,07% frente a cepa de Candida
albicans a las 24, 48 y 72 horas en Lima, 2022?

- ¢Cual es el efecto antifungico del Gluconato de clorhexidina al 0,12% en combinacion con
el Cloruro de cetilpiridinio al 0,05% frente a cepa de Candida albicans a las 24, 48 y 72
horas en Lima 20227

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general
Determinar el efecto antifungico de los colutorios orales frente a cepa de Candida albicans
en Lima, 2022.

1.3.2. Objetivos especificos

- Determinar el efecto antifingico del Gluconato de clorhexidina al 0,12% frente a cepa de
Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas en Lima, 2022.

- Determinar el efecto antifungico del Cloruro de cetilpiridinio al 0,07% frente a cepa de

Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas en Lima, 2022.



- Determinar el efecto antifingico del Gluconato de clorhexidina al 0,12% en combinacion
con el Cloruro de cetilpiridinio al 0,05% frente a cepa de Candida albicans a las 24, 48 'y 72
horas en Lima, 2022.

1.4. Justificacion de la investigacion
1.4.1. Tedrica
Contribuye a brindar informacién actualizada y de gran importancia sobre el efecto
antifungico de los colutorios orales ante la cepa del elemento fingico Candida albicans,
proporciona aporte cognitivo necesario, para que el odontdlogo se informe de manera oportuna

sobre el efecto antifungico de dichos colutorios orales.
1.4.2. Metodologica

El actual estudio aporta datos actualizados de tipo experimental comparativo, sobre los efectos
antifangicos que presentan los colutorios orales de CHX, CPC y la combinacion de los dos
(CHX-CPC) ante la cepa de Candida albicans mediante un estudio in vitro. El trabajo esta
sustentado en antecedentes que cuentan con una calificada estructura, una apropiada ficha de
recoleccion datos y todos aquellos componentes necesarios para la ejecucion el trabajo.
Ademas, sirve como referente basico para las futuras investigaciones y fuente de comparacion
con trabajos similares en relacion con los efectos antifungicos que generan los colutorios orales
ante la cepa de Candida albicans.

1.4.3. Préctica

Esta investigacion es de suma relevancia porque generara un aporte a la comunidad académica
al tener como finalidad determinar el efecto antifingico que tienen los colutorios orales frente
a la cepa de Candida albicans, queda como antecedente para posteriores estudios, cabe

mencionar que el conocer esta informacion permitira aborda de manera correcta y oportuna al



paciente en la practica odontologica, al considerar el uso de colutorios orales de efecto
antifungico que son accesibles y al mismo tiempo ocasionan menos efectos colaterales que otros
tratamientos convencionales de tal modo contribuira a mejorar la calidad de vida de los

pacientes.

1.5. Limitaciones de la investigacion
La limitacién a nivel temporal encontrada surgié al observar que la recoleccion y el
procesamiento de datos se llevé a cabo en un lapso de tiempo mayor; sin embargo, se
mantuvieron los plazos estipulados por la universidad. La limitacién a nivel espacial fue porque
se presentaron dificultades en el acceso al laboratorio; sin embargo, este estudio se ejecutd en
el laboratorio microbiolégico Scientific Quality, ubicado en el distrito de Villa EI Salvador.
Finalmente se contd con un recurso presupuestal de autofinanciamiento que no influyo

negativamente en la investigacion.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Sanchez (10) desarroll6 su investigacion con el fin de “Comparar el efecto antiflngico in vitro
del fluconazol al 2% y del aceite esencial citrus Aurantifolia (limén) sobre las cepas de Candida
tropicalis (ATCC 1369) y Candida albicans (ATCC 70231) . El trabajo académico se inclind por
una investigacion experimental y se ajusté al esquema longitudinal, prospectivo y comparativo
in vitro. Paraello, procedio a activar la cepa a fin de sembrar las colonias de la Candida tropicalis
y albicans en 188 placas Petri que pasaron por el proceso de rotulacion. Posteriormente, se
comenzo se uso el dimetilsulfoxido para disolver el limén y llegar a concentraciones de 75%,
50%, 25%, 10% y 100%, las cuales fueron recolectadas del frasco de forma directa, la autora
utilizé la prueba de ANOVA vy la prueba Kruskal Wallis, tomando en cuenta un nivel de
significancia estadistica (p<0.05). El resultado demostré que el aceite esencial del limén
(Aurantifolia), en sus diferentes concentraciones, evidencié poseer un mejor efecto antifingico

a las 12 horas sobre las cepas Candida Tropicalis y Candida Albicans.

Handschuh et al. (3) tuvieron como finalidad “Evaluary comparar la eficacia antifingica que
poseen seis colutorios bucales comerciales ante aislamientos de Rhodotorula mucilaginosa y
Candida albicans”. Los autores realizaron un estudio experimental, longitudinal prospectivo,
comparativo in vitro, y emplearon 10 aislamientos de cada cepa, los enjuagues bucales que se
evaluaron correspondieron a CPC al 0,05% y 0,075%, también CHX al 0,12%, 0,1%, ademas
CHX 0,05% + CPC 0,05% vy aceites esenciales. Los resultados de la investigacion demuestran
que los colutorios bucales constituidos con CHX 0,12%, CHX 0,1%, CPC 0,05%, CPC 0,075%
y CHX 0,12% + CPC 0,05% ejercen un efecto antifingico ante R. mucilaginosa y C. albicans.

El compuesto que tuvo la mayor zona de inhibicion fue la CHX 0,1% (25,65 * 2,39 mm y40,05



+ 3,31 mm), por otro lado, el enjuague compuesto por aceites esenciales no evidencié actividad
antifungica alguna. El analisis estadistico dio a conocer que los enjuagues bucales CHX 0,12%,
CHX 0,1%, CHX 0,12% + CPC 0,05% (p = 0,0001) no tuvieron diferencias. El estudio concluyo
que los colutorios con CPC y CHX presentan efectos que inhiben los dos hongos objetos de
estudio. Asimismo, los colutorios que estan constituidos por CHX mostraron tener mayor

eficacia en comparacién con los que solo tenia CPC.

Moroz et al. (11) en su estudio establecieron por finalidad “Determinar cudles son los efectos
de 13 enjuagues bucales en cien cepas aisladas de Candida albicans”. Realizaron un estudio
experimental in — vitro, utilizaron cien cepas aisladas de pacientes, incluidas C. albicans, C.
glabrata (24 cada uno), C. parapsilosis, C. guilliermondii (14 cada uno), C. dubliniensis, C.
tropicalis, C. famata (7 cada uno), C. humicola (2 cada uno) y C. krusei (1 cepa). Se utilizaron
trece enjuagues bucales incluida la clorhexidina pura (CHX) y 12 variedades disponibles
comercialmente. Los resultados mostraron para la CHX, seguida de Sylveco, Corsodryl y
Colgate; por el contrario, la CIM mas alta y la mas baja se calculé para Octenidol y Curasept.
Ocho de los enjuagues bucales inhibieron el crecimiento de cepas de hongos potencialmente
patogenos aisladas de la cavidad bucal en diferentes diluciones de hasta 1:16, dependiendo del
enjuague. La CHX demostré una gran eficacia antifangica. Concluyeron gue el efecto antifungico
de un enjuague bucal depende de su composicidn y de la especie de hongo, por tal motivo el uso
de colutorios es un recurso fundamental para el proceso de lavado bucal porque garantizan una
higiene adecuada y previenen enfermedades bucales.

Martinez (12) desarrollo una investigacion con el fin de “Conocer los efectos antifingicos y
antibacterianos in vitro que posee el extracto etandlico del Nasturtium officinale respecto al

Candida albicans ATCC 10231™y Enterococcus faecalis ATCC 29212™ " El autor utilizd



concentraciones de 100%, 80%, 60%, 40% y 20% de extracto etandlico de Nasturtium officinale.
Respecto al control positivo, procedié a incluirse para el Enterococcus faecalis a la Clorhexidina
y para la Candida albicans, a la Nistatina. La evaluacién de los efectos antifungicos y
antibacterianos fue realizada mediante la técnica de pozos en agar. Después de un dia, se comenz6
con la lectura de las placas aplicando la observacion. El promedio del halo inhibitorio, respecto
al crecimiento del Enterococcus faecalis, equivalié a 22.17 mm (20%), 26.33 mm (60%), 23.08
mm (40%), 28.92 mm (100%) y 28.58 mm (80%); en cambio, de la clorhexidina equivalié a
23mm. En correspondencia al Candida albicans se tuvieron los siguientes valores: 13.92 mm
(100%), 10.42 mm (80%), 10.33 mm (60%), 10.17 mm (40%) y 10 mm (20%), y de la Nistatina
de 19 mm. A partir de ello, la autora concluye que el extracto previamente sefialado, manifiesta
efectos antiflngicos y antibacterianos in vitro respecto a los microorganismos fungicos objeto de
estudio.

Vasquez (13) desarroll6 su investigacion con el fin de realizar una “Comparacion de los efectos
antifingicos evidencian el Propdleo y el Rosmarinus officinalis (Romero) respecto a las cepas
Candida albicans ATCC 10231”. Para elaborar los extractos hidroetandlicos del romero y
propdleo, se trabajo en un laboratorio de la UNT, donde se efectud la maceracién por un periodo
de siete dias y sin presencia de luz, consecuentemente, se quité todo el alcohol haciendo uso de
un rotavapor a presion a una temperatura determinada; el extracto seco y mixto sirvieron para
realizar concentraciones de 50 y 75%. Luego, por medio del empleo del método Kirby Bauer, se
comenz6 a enfrentar los microbios, acto que fue repetido 10 veces en los grupos experimentales
establecidos. El extracto hidroetandlico, que resultd de la combinacion del Propdleo al 75% y
Rosmarinus officinalis, se caracterizd por mostrar halos de inhibicidén con un tamafio de 16.80mm

a diferencia del extracto de Rosmarinus officinalis al 75%, que mostrd halos inhibitorios de



longitud 14.80mm; el extracto de Propoleo al 75%, por su parte, manifest6 halos inhibitorios de
13.30mm. Los halos conseguidos fueron comparados aplicando el test de Kruskal Wallis, a partir
de cual se encontrdé un diferencial estadisticamente significativo (p=0.000). El investigador
concluy6 que el extracto compuesto por propdleo y Rosmarinus officinalis al 75% dio como
manifiesto mejores efectos antifungicos contra la cepa objeto de estudio.

Alca (14) desarroll6 su investigacion con el fin de “Analizar el nivel de efectividad personal
antifangica in vitro y la relacion del orégano (Origanum vulgare) y la canela (Cinnamomum
zeylanicum) a concentraciones disimiles sobre la Candida albicans”. El estudio considerd 135
placas Petri que contenia las variantes del hongo sefialado. El trabajo, para una mejor ejecucion
del andlisis, optd por aplicar el tipo experimental porque se manipularon las variables para
conocer el efecto que pudiese tener sobre la variable dependiente; también fue explicativa, pues
esta investigacion se centro en responder a cada una de las causas que provocaron el evento
fisico; por ultimo, fue longitudinal, pues los resultados fueron analizados en dos tiempos. El
resultado demostré que el orégano cuando se encuentra al 50% tiene un efecto antifingico
sensible (+); al 75%, muy sensible (++); al 100% altamente sensible (+++) sobre la cepa fungica.
En correspondencia al vinculo de los dos aceites esenciales, cuando se hallan en un valor de 100,
75 y 50% presentan efectos antifungicos altamente sensible (+++) sobre la cepa. Considerando
lo expuesto, el Origanum vulgare adquirié una efectividad antifungica al 100, 75 y 50%, el
Cinnamomum zeylanicum al 100, 75, 50 y 20% Y la asociacion de los dos aceites al 100, 75, 50
y 20% sobre la Candida albicans (15).

Ardizzoni et al. (6) en su estudio establecieron por proposito “Evaluar los efectos de los
enjuagues bucales comerciales sin alcohol, con diferente composicion sobre varios rasgos de

virulencia de Candida albicans”. En su estudio emplearon cultivos de Candida albicans se
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mantuvieron mediante pases en placas Sabouraud Dextrose Agar realizados al menos dos veces
por semana. Se incubaron a 37°C, después de la incubacion las células fungicas se recolectaron
mediante un asa de inoculacién estéril, se suspendieron en solucion salina tamponada con fosfato,
se lavaron dos veces por centrifugacion a 3500 rpm por 10 min., se emplearon ocho grupos de
enjuagues bucales comerciales, 4 con Digluconato de clorhexidina, 1 con fluoruro, 1 conaceites
esenciales, 1 con cloruro de cetilpiridinio y 1 con triclosan), sobre varios rasgos de virulencia de
Candida albicans. Se efectu6 el analisis de la varianza (ANOVA), ademas de la prueba posthoc
de Bonferroni a fin de analizar las similitudes generales entre los grupos tratados con enjuagues
bucales comerciales en relacion con los grupos de control. La correlacion fue p <0,05. El
resultado mostré que los colutorios que estan constituidos por Digluconato de clorhexidina y
Cloruro de cetilpiridinio fueron los mas efectivos. En conclusion, debido a la complejidad del
entorno oral y a los posibles efectos secundarios de las moléculas activas de sus formulaciones,
debe prestarse especial atencidn a la eleccion de los enjuagues bucales comerciales para prevenir

y/o tratar las patologias bucales, acorde al agente etiologico probablemente involucrado (8).

Scheibler et al. (9) en su estudio instauraron por finalidad “Investigar la eficacia y estabilidad
de la nistatina y clorhexidina en combinacion contra la Candida albicans”. Para el estudio se
asignaron los siguientes grupos experimentales: (1) control negativo (n = 10): Candida albicans
tratado con solucion salina; (2) nistatina (n = 10):Candida albicans tratado con nistatina; (3)
clorhexidina (n = 10):Candida albicans tratado con clorhexidina; (4) nistatina / clorhexidina
Unica (n = 10): Candida albicans tratado con nistatina y clorhexidina mezcladas en una sola
formulacion; (5) nistatina / 2 min / clorhexidina: Candida albicans tratado con nistatina v,
después de 2 min, con clorhexidina (n = 10); (6) clorhexidina / 1 min / nistatina: Candida albicans

tratado con clorhexidina y, después de 1 min, con nistatina (n = 10); (7) nistatina / 10 min /



11

clorhexidina: Candida albicans tratado con nistatina y, después de 10 min, con clorhexidina (n =
10); (8) clorhexidina / 10 min / nistatina: Candida albicans tratado con clorhexidina y, después
de 10 min, con nistatina (n = 10); (9) nistatina / 30 min / clorhexidina: Candida albicans tratado
con nistatina y, después de 30 min, con clorhexidina (n = 10); (10) clorhexidina / 30 min /
nistatina: Candida albicans tratados con clorhexidina y, a los 30min, con nistatina (n = 10). La
data fue analizada a través de la estadistica inferencial y descriptiva con el uso de ANOVA
complementado con la prueba de comparaciones multiples Dunnett T3 en analisis microbiolégico
y pruebas de Wilcoxon y Mann Whitney en analisis HPLC, la data fue evaluada en el software
SPSS 17.0, a un nivel significativo p <0,05. El resultado mostrd que la nistatina y la clorhexidina
pueden interactuar entre si segun el entorno y el tiempo de intervalo entre ellas, su combinacion
puede reducir la eficacia y asimismo aumentar su tasa de degradacién. En conclusion, la
combinacion de nistatina y clorhexidina parece interferir con la eficacia de las drogas y aumentar

su tasa de degradacion.

Sonco (15) desarrollé su investigacion con el fin de “Conocer el nivel de eficacia antifingica
del coco (Cocos nucifera) sobre las variantes fungicas del Candida albicans”. El trabajo
académico correspondié a una investigacion experimental, ademas el disefio longitudinal,
prospectiva in — vitro y comparativo. para lo cual procedié a activar la cepa a fin de realizar las
siembras de colonias en 5 placas Petri rotuladas, cabe precisar que estas placas mostraron un
ambiente ideal para cultivar el hongo. Posteriormente, se comenzd a disolver la Candida
albicans, utilizando el dimetil sulfoxido, a aquellas concentraciones de 50 y 25%; la
concentracion que se hallaba al 100% fue recogida de forma directa del frasco. Los resultados
pudieron ser visualizados luego de 24, 48 y 72 horas, las cuales fueron anotados en una ficha de

observacion siguiendo los protocolos respectivos. El resultado demostro que el coco, en sus
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diferentes concentraciones (100, 50 y 25%), no mostro efecto antifungico alguno sobre las
variantes de la Candida albicans en ninguno de los tres tiempos en los que fueron evaluados,
mientras que el control de clorhexidina al 2% si resultd tener eficacia en los tres tiempos
instituidos.

Paulone et al. (2) en su estudio instauraron por finalidad “Investigar la susceptibilidad de
Candida albicans a los enjuagues bucales, en términos de crecimiento, supervivencia y
formacion de biopeliculas”. Para el presente estudio se empled la cepa de Candida albicans y 7
colutorios comerciales: 3 con Digluconato de clorhexidina al 0,2%; 1 con Digluconato de
clorhexidina al 0.06% y 250 ppm F- fluoruro de sodio; 3 con moléculas que contienen fllor. Los
efectos de los enjuagues bucales se evaluaron mediante ensayos de difusion en disco, violeta
cristal y XTT. Todos los datos presentados en las tablas se expresan como media densidades
Opticas (DO) de 3 a 5 experimentos independientes, cada condicidn se evalud por triplicado. El
test posthoc de Bonferroni y el ANOVA fueron realizados por IBM SPSS Statistics 22 para
evaluar la diferencia general en las lecturas de DO obtenidas entre diferentes grupos en relacion
con los grupos de control. La correlacion fue de p<0.05, mientras que p<0.001 fue indicativo de
diferencias altamente significativas. El resultado mostré que los colutorios que contienen
Digluconato de clorhexidina exhibieron consistentemente la mayor actividad anti - Candida, los

efectos dependieron estrictamente tanto de la dilucién empleada como del tiempo de contacto.
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2.2. Bases tedricas
221 Candida albicans

Es un microorganismo fangico perteneciente al género Candida, forma parte de la division
Ascomiceto y comprende a un grupo diverso de hongos, los cuales habitan en las membranas
mucosas y submucosas de los organismos humanos a manera de comensales inofensivos (17).
Las principales superficies en las cuales se encuentran son: mucosas orales, gastrointestinales,
dérmicas y genitales (18), pueden desarrollarse infecciones en determinadas situaciones cuando
se altera el microbiota local, se debilitan las barreras normales de los tejidos o un individuo se
vuelve inmunocomprometido (19). Asimismo, este microorganismo destaca por su amplia
diversidad fenotipica. Esto incluye la variabilidad morfoldgica de la especie, la cual esta asociada
a una mayor diversidad de estados de crecimiento celular, lo cual favorece su establecimiento y
persistencia en diferentes tejidos (20). Cabe resaltar que, en relacion a la presencia de especies
del género Candida en la boca, el 75 % de variantes fungicas de Candida albicans habita

principalmente en mucosas orales (21).
Caracteristicas

El género Candida abarca alrededor de 150 especies, las cuales se identifican por tener una
forma asexual, usualmente, se caracterizan por ser unicelulares, por soportar temperaturas de
37°C y tener potencial para convertirse en un agente patdgeno en el paciente. Cabe precisar que
Candida albicans es la variante fungica mas significativa en la cavidad oral ya que es la
responsable de provocar infecciones micoticas y la estomatitis sub protésica (22). Es una cepa
comensal que obtiene sus nutrientes de alimentos fermentables, carbohidratos, entre otros; se
caracteriza por ser oportunista provoca dafio al sistema inmunoldgico del organismo que ha

afectado y solo él se favorece. En caso que el nivel de candida incremente de modo
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significativo, el organismo del individuo se veria gravemente afectado (23) (24). El nivel de
afectacion de este hongo, depende de la capacidad que posea el sistema inmunolégico para
eliminar a la afeccion de origen fungico, otros de los factores que también intervienen es el
medio externo condicionado por la saliva, el pH, el factor de virulencia, entre otros elementos
que intervienen en la boca (25). Otra caracteristica relevante de este microorganismo es su
capacidad para la formacion de biopeliculas en diferentes superficies como la mucosa bucal,
los dientes, dentaduras postizas y aparatos de ortodoncia. Este es un proceso dinamico, el cual
inicia con la adherencia de cepas de C. albicans que deben proliferar, formar hifas y acumular
matriz extracelular (26). Cuando se establece la biopelicula, aumenta la expresion de los
factores de virulencia de Candida y disminuye la susceptibilidad a la fagocitosis del huésped y
a los antimicrobianos. Asimismo, la biopelicula se asocia con la resistencia a la terapia
antifngica. Por otro lado, la presencia de componentes bacterianos en el microbioma oral
también juega un rol esencial en la aparicion y exacerbacion de lesiones (27).
Candida albicans en odontologia

Como ya se hizo mencion, la incidencia de sobrecrecimiento de Candida aumenta
gradualmente a medida que disminuye el funcionamiento inmunoldgico. Por lo tanto, factores
locales, como protesis dentales, deterioro de la funcion de las glandulas salivales, mala higiene
bucal, dieta rica en carbohidratos, corticoides inhalados y corticoides orales topicos, favorecen
el crecimiento de Candida en la cavidad oral (28). La Candida albicans muestra una vinculacion
estrecha con la cavidad bucal. En esta zona de cuerpo, el hongo es denominado candidiasis oral
(29). Respecto a lo mencionado, al ser una infeccion oportunista mas frecuentes observada en
el estado inmunocomprometido de personas infectadas por el VIH. En dichos pacientes, se

presenta en tres formas: candidiasis pseudomembranosa, candidiasis eritematosa y queilitis
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angular (30).
Tratamiento

Para tratar la infeccion en mucosas, debe considerarse que el nivel del sistema inmune sea
apropiado porque esto garantizara la facilidad del tratamiento (31). Asimismo, el tratamiento
para la candidiasis oral varia desde enfoques no farmacoldgicos hasta agentes farmacoldgicos
topicos y sistémicos. Los dos principios del tratamiento son; en primer lugar, la identificacion
y eliminacion de los factores contribuyentes y; también, la reduccion de la carga fungica. Por
ende, la higiene bucal y de la dentadura postiza es esencial para el tratamiento exitoso de las
infecciones orales por Candida (23). Los tratamientos comunes de primera linea para esta
afeccion son los agentes antimicéticos topicos como la nistatina y la anfotericina B. Ademas,
mantener la higiene bucal es una necesidad en el proceso de tratamiento (26). Asimismo, los
antifangicos son los principales farmacos para tratar la candidiasis oral (32). No obstante, si el
cuerpo humano presenta un estado de inmunodepresidn, es decir, cuando se generan lesiones
recurrentes, el médico tendrd que aplicar otro tipo de tratamiento que consiste en la terapia
intensiva sistémica, la cual, pese a tener buenos resultados al aplicar medicamentos antifungicos
azolicos, podra no ser util en ciertos casos debido a la resistencia a antifungicos como el
fluconazol, ketoconazol o anfotericina B. Dicha resistencia a los farmacos, las interacciones
farmacodinamicas y la toxicidad son las principales razones que promueven la exploracion de
nuevas opciones terapéuticas (31).

No obstante, antes de proceder a la administracion de un curso adicional de la terapia
antimicaotica, se deben descartar la eliminacion de los factores subyacentes, el cumplimiento del

paciente y el diagndstico correcto (23).
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222, COLUTORIOS ORALES

Los colutorios orales son sustancias que deben de ser compatibles con los tejidos dentales y
orales, Utiles en reducir la formacion de placa y bloquear la actividad de los microorganismos
sin alterar la relacién entre las bacterias anaerobias grampositivas y gramnegativas (33).
Asimismo, en vista de que la salud bucal contribuye a la salud en general el objetivo de la
odontologia moderna es el mantenimiento de tejidos orales blandos y duros sanos (34).

Por lo tanto, los colutorios orales deben de tener una combinacién de las siguientes
caracteristicas: efectivos contra los habitos que crean enfermedades, efectivos contra los
microorganismos que causan enfermedades cuando la flora bucal normal y saludable no se
altera, seguros para uso humano y ambiental, efectos secundarios minimos y sabor agradable
(33). La descontaminacion oral con colutorios antimicaticos y antibacterianos se emplean con
frecuencia para controlar la mucositis oral (35). El Digluconato de clorhexidina y el Cloruro de
cetilpiridinio son dos antisépticos que a menudo se incorporan en los colutorios orales (36).
GLUCONATO DE CLORHEXIDINA (CHX)

Es un compuesto de biguanida, que existe desde la década de 1950 para uso clinico (37). Por
lo general, es biocompatible y tanto los odontélogos como el publico en general lo usan por
via oral como colutorio bucal antiséptico a fin prevenir la acumulacién de biopelicula y placa
bacteriana (37). Hoy en dia, la CHX es el mejor antiséptico para la cavidad bucal; es el méas
eficaz y es considerado el Gold standard. Asimismo, es un agente bacteriostatico a bajas
concentraciones, mientras que el bactericida es lo contrario, es decir, a concentraciones mas
altas (36).

Estructura

La composicion quimica consta de una fuerte base dicationica con un pH superior a 3,5,
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misma que cuenta también con dos cargas positivas en cada uno de los extremos del puente
de hexametileno, propiedad que facilita su interaccion con aniones (39). Asimismo, en cuanto
a sus caracteristicas quimicas, el CHX est& constituido por dos anillos 4-clorofenilo y dos
grupos biguanidas, los cuales se encuentran enlazados mediante una cadena de hexametileno
(38). Por otro lado, CHX mantiene su estabilidad cuando esta en forma de sal, mayormente,
en Digluconato, puesto que es la preparacion mas comin de la sal gracias a la alta solubilidad
que posee en agua (35).

Mecanismo de accion

Esta sustancia actua de acuerdo a su naturaleza quimica, siendo el grupo cloro unido a cada
anillo fendlico lo que le da a la CHX su actividad cationica. Dicha carga positiva lo atrae a las
superficies cargadas negativamente en la cavidad bucal, tales como las membranas mucosas,
peliculas salivales en los dientes, superficies de titanio y varios componentes de biopeliculas,
incluidas bacterias, polisacaridos extracelulares y glicoproteinas (38).

Ademas, evita que se formen nuevas peliculas bacterianas y reduce la absorcion de
glucoproteinas salivares en la zona superficial de los dientes por medio del bloqueo de grupos
acidos libres, entre los que destacan fosfatos, carboxilos y sulfatos. También impide, a través
de los grupos negativos de la superficie celular bacteriana, que las bacterias se sumen a la
pelicula ya existente (35). La CHX causa desorganizacion en la estructura de la existente placa
bacteriana, lo que se debe al desplazamiento del calcio de los grupos sulfato de la placa para,
de este modo, impedir la unién de las bacterias a la pelicula adquirida (36).

Sustantividad
La CHX absorbida se libera de forma gradual en un lapso de 8-12 horas. Luego de un dia,

existe la posibilidad de recuperar las concentraciones bajas de CHX, lo cual es importante
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porque evita que las bacterias colonicen el &rea (36). La sustantividad que posee es alta porque
es absorbida de forma rapida por la superficie bacteriana, como consecuencia de su pH
ligeramente alcalino y neutro. Se une al esmalte dental, a las bacterias de la placa y a la pelicula
adquirida que recubren la pieza dental y se va liberando lentamente, lo que conlleva a que se
generen efectos negativos en el citoplasma de la bacteria y se imposibilite la supervivencia
del patégeno (40).

CLORURO DE CETILPIRIDINIO (CPC)

El CPC se emplea como antiséptico con un amplio espectro de accion (42). Es eficaz frente
a bacterias gram positivas y negativas, hongos y virus de manera similar a la clorhexidina; sin
embargo, a diferencia de ésta Ultima, es mas eficaz contra bacterias gram + (33). El colutorio
se absorbe correctamente al pH de la cavidad oral, toda vez que consta de un lapso de accion
de entre 3 a 5 horas tras la aplicacion (39), a lo que se le afiade su actividad antiplaca y para
contrarrestar las toxinas que pueden generar inflamaciones y que son liberadas por ciertas
bacterias, con lo que también permite prevenir la aparicion de gingivitis (42). En ese sentido,
segun la FDA es un antimicrobiano eficaz y seguro en el control de gingivitis generada por
placa, sobre todo cuando se formula en concentraciones de 0,045% a 0,1% (43).

Estructura

El CPC es una molécula compuesta por amonio cuaternario, mismo que se incluye en el
grupo de los tensioactivos (38), teniendo una naturaleza monocationica, soluble en soluciones
acuosas Yy en alcohol; teniendo propiedades antisépticas y detergentes, y al tener un pH neutro
no oxida ni es corrosivo (43). Asimismo, la actividad antimicrobiana de esta sustancia se
correlaciona con la hidrofobicidad de su cadena lateral y muestra un efecto maximo si la

cadena alquilica contiene de 12 a 16 atomos de carbono. Ademas, es posible lograr el maximo
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efecto antimicrobiano, toda vez que puede generar longitudes de entre 12 a 14 atomos de
carbono en la cadena de alquilo de bacterias gram positivas y de 14 a 16 4&tomos de carbono
en bacterias gram negativas (44).
Mecanismo de accion

La molécula del CPC es un surfactante catiénico con carga positiva neta, toda vez que sus
regiones polar y no polar asi lo permiten, con lo que las moléculas de CPC se adhieren a la
superficie cargada negativamente de la membrana celular bacteriana (38). La region no polar
de la molécula se particulariza por mostrar caracteristicas semejantes a los fosfolipidos de la
membrana y por penetrar en la membrana de las células bacterianas, lo cual ocasiona una
alteracion y genera desequilibrio en la regulacion osmdtica, hasta provocar la pérdida del
material citoplasmatico y la muerte de la célula. Estos resultados también son consecuencia
de que, debido a su actividad antigingival, neutraliza las toxinas proinflamatorias bacterianas.
El CPC también actla en este proceso al integrarse a los liposacaridos a fin de alterar su
estructura y neutralizar a las bacterias (44).
Sustantividad

La sustantividad que el CPC tiene dura entre 3-5 horas (43). En contraste con el CHX, este
compuesto presenta menor sustantividad, ademas posee una naturaleza monocationica, lo que
puede explicar su menor eficacia antiplaca en comparacion con la CHX (42). Asimismo, la
combinacion de principios activos y otras sustancias puede mejorar la sustantividad o,
también, contribuir al efecto sinérgico. No obstante, estas variaciones dificultan el
establecimiento/determinacion de la efectividad clinica de los enjuagues bucales (43).
Concentraciones

La concentracion de CPC en enjuague bucal oscila entre 0,045 y 0,10 %. Este ha sido
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considerado como un rango seguro y eficaz por la FDA para el tratamiento de la gingivitis
inducida por placa (42).
2.3. Formulacion de hipétesis
231 Hipotesis general

Hi: Los colutorios orales presentan efecto antifingico frente a cepa de Candida albicans a
las 24, 48 y 72 horas.

Ho: Los colutorios orales no presentan efecto antifingico frente a cepa de Candida
albicans a las 24, 48 y 72 horas.

232. Hipotesis especificas

Hil: El Gluconato de clorhexidina al 0,12% presenta efecto antifiingico frente a cepa de
Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.

Ho: El Gluconato de clorhexidina al 0,12% no presenta efecto antifungico frente a cepa de
Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.

Hi?: El Cloruro de cetilpiridinio al 0,07% presenta efecto antifiingico frente a cepa de
Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.

Ho: El Cloruro de cetilpiridinio al 0,07% no presenta efecto antifingico frente a cepa de
Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.

Hi®: El Gluconato de clorhexidina al 0,12% en combinacion con el Cloruro de cetilpiridinio
al 0,05% presenta efecto antifungico frente a cepa de Candida albicans a las 24, 48 y
72 horas.
Ho: El Gluconato de clorhexidina al 0,12% en combinacién con el Cloruro de cetilpiridinio

al 0,05% no presenta efecto antifungico frente a cepa de Candida albicans a las 24, 48

y 72 horas.
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA
3.1. Método de la investigacion
Para efectos de la presente investigacion se hizo uso del método analitico pues probé las
hipotesis y la data obtenida (45), por lo que el desarrollo del estudio permitié evaluar si los
colutorios orales presentan efecto antifiingico frente a Candida albicans.
3.2. Enfoque investigativo
El enfoque por el que se optd fue cuantitativo, el cual es definido como aquel conocimiento que
deriva de la experiencia empirica del investigador y los hechos que este observa y pone a prueba
mediante la experimentacion (46). Asimismo, se desarrollo una recoleccion de datos objetiva la
cual se valido con valores numéricos (47).
3.3. Tipo de investigacion
La investigacion es aplicada en la medida que sus resultados estuvieron orientados a resolver
un problema (48).
3.4. Disefio de la investigacion
El desarrollo de la investigacion fue en base al disefio experimental in - vitro, en la medida que
las variables objeto de estudio fueron manipuladas y analizadas para obtener los resultados
esperados. Asimismo, fue longitudinal, ya que los datos fueron recogidos en diferentes periodos
(horas), segun lo establecido por el investigador. Por ultimo, prospectivo en razon que el analisis
fue adquirido conforme a como ocurrieron los hechos en un tiempo especifico (45).
3.5. Poblacion, muestra y muestreo

- Poblacion: El conjunto poblacional abarca 30 placas Petri con cepa de Candida albicans ATCC

10231.

- Muestra: 150 halos de inhibicion del crecimiento de Candida albicans en placas Petriredondas



con agar Mueller Hinton y agar Saboraud dextrosa.

- Muestreo: Tipo de Muestreo no probabilistico por conveniencia.

3.6. Variables y operacionalizacion
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3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.7.1. Técnica

La técnica que decidio usarse en la investigacion fue la observacion seguido del anélisis de las

muestras escogidas.

3.7.2.Descripcién de instrumentos

En el estudio no se utilizd un instrumento propiamente dicho porque solo se limita a la
observacion de los resultados en un estudio in — vitro; sin embargo, si se empled una ficha para
el recojo de datos con el propdsito de trasladar las mediciones de los halos de inhibicion. El

proceso fue ejecute bajo el siguiente protocolo:

Primer segmento

1. Metodo y colutorios orales de prueba
El método aplicado para analizar la actividad antifingica fue la técnica de Kirby-Bauer: Esta
técnica también es conocida como el Método de disco de difusion en agar y se aplica a través
del empleo de discos antibiogramas, los cuales contienen las siguientes sustancias: Cloruro
de cetilpiridinio al 0.07%, Gluconato de clorhexidina al 0.12%, Cloruro de cetilpiridinio al
0.05% en combinacion con Gluconato de clorhexidina al 0.12%. El control positivo
empleado para el ensayo fue el antibidtico Anfotericina B y el control negativo empleado

fue el suero fisioldgico al 0.85%.
2. Cepa fungica para el estudio

Para el trabajo se decidié trabajar con la cepa estandar ATCC (del inglés American Type
Culture Collection) porque estuvo implicada en la Candida albicans ATCC 10231

(candidiasis bucal).
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3. Preparacion del Suero fisiologico al 0.85%
Se prepar6 medio litro de suero fisiolégico pesando 4.25g de cloruro de sodio y
depositandolo en medio litro de agua destilada, luego se dispens6é 5ml en tubos de ensayo y
se autoclavo durante 15 minutos a 121°C. Se dejo enfriar para que después pudiera ser usada

en el ensayo antibiograma en la suspensién microbiana de Candida albicans.
4. Preparacion del agar Mueller Hinton y agar Saboraud dextrosa

Se prepar6 agar Mueller Hinton y agar Saboraud dextrosa con agua destilada de acuerdo con
las instrucciones instituidas por el fabricante y se autoclavé por un promedio de 15 minutos
a 121°C. Después, se atemper0d en bafio maria a una temperatura de 45°C. De forma
inmediata, en esterilidad, se coloco agar en cada de una de las placas Petri que se iban a usar
en el ensayo. Durante 15 minutos, las placas fueron solidificadas con el medio de cultivo
expuesto para que pudiera ser usada en el ensayo antibiograma.
5. Reconstitucion de la cepa de Candida albicans

Para este paso, se activl la cepa ATCC 10231 de Candida albicans en Caldo BHI, la cual
fue incubada por un dia a 37°C, luego, las placas con Agar Sabouraud Dextrosa fueron

estriadas por agotamiento para conseguir colonias aisladas.
6. Preparacion del inoculo de Candida albicans al 0.5 de McFarland

Bajo condiciones estériles, se tomo, con asa de siembra, unas porciones de una colonia
Candida albicans aislada del agar Sabouraud Dextrosa y se inoculd en suero fisiolégico al
0.85% estéril (5mL) con el objetivo de obtener una poblacion de levaduras cuyo nivel de
turbidez esté conforme al estandar de Sulfato de Bario al 0.5 de McFarland. Para
homogenizar el inoculo en suspensién con suero fisioldgico (en tubo d ensayo) al 0.5

McFarland se utilizé Vortex durante 10 segundos. Luego, para realizar la comparacion de la
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suspension de Candida albicans realizada y el estdndar comercial de sulfato de Bario al 0.5
McFarland se emple6 una tarjeta de comparacion visual del estandar de turbidez de
McFarland (Visual Comparison Card).

Inoculacién de las placas con Candida albicans

Luego de realizar un ajuste a la suspension del indculo, se tomé un hisopo estéril y se
introdujo a la suspension de Suero fisiol6gico con Candida albicans y se procedio a inocular
la levadura en placas Petri que contenian el medio agar Mueller Hinton por diseminacién
con el hisopo en 2 direcciones. Luego, se procedié a la rotulacién de los colutorios orales de
prueba de cada grupo de placas: Cloruro de cetilpiridinio al 0.07%, Gluconato de
Clorhexidina al 0.12%, Cloruro de cetilpiridinio al 0.05% en combinacion con Gluconato de
clorhexidina al 0.12%. y los dos grupos de placas, los controles positivo y negativo, las

pruebas con el control Anfotericina B y suero fisiologico al 0.85%, respectivamente.
Colocacion de los discos antibiograma y la sustancia de prueba

Se procedid a colocar los discos antibiograma y a depositar, con pinza estéril, de dos a cuatro
discos antibiograma, segun los halos de inhibicion de cada colutorio oral visto en las pruebas
previas, en las placas de agar Mueller Hinton inoculadas con Candida albicans ATCC
10231. Consecutivamente, se comenzo a trabajar con el conjunto de placas previamente
determinado en los rotulos. En cada disco antibiograma, se depositd con micropipeta 10uL
de Gluconato de clorhexidina al 0.12%, 10uL de Cloruro de cetilpiridinio al 0.07%, 10uL de
Cloruro de cetilpiridinio al 0.05% en combinacién con Gluconato de clorhexidina al 0.12%
y 10uL de suero fisiolégico al 0.85% segun se indico el rotulo de las placas. En otro grupo
de placas inoculadas, se colocaron discos antibiograma de Anfotericina B como control

positivo. Para la fase de incubacidn, en el primer periodo de 24 horas no se voltearon las
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placas, con el objetivo de no derramar las sustancias de prueba hasta su absorcion total en el
medio de cultivo, y se colocaron a una temperatura de 32°C. Luego de las 24 horas de
incubacion, si se observan placas Petri que tiene gotas de agua adheridas a la cara interna de
la tapa, se seca con papel absorbente estéril, para posterior a las lecturas de halos de
inhibicidn, se pueden volver a incubar por 48 y 72 horas, pero en estos periodos de tiempo,
las placas se colocan de manera invertida. EI procedimiento microbiolégico del ensayo
desarrollado fue realizado en una zona de 15 centimetros de radio y alrededor de la llama

del mechero.
n men

Lectura de resultados: Medicidn de halos de inhibicion de sustancias de prueba frente a

cepa de Candida albicans ATCC 10231.

Después de transcurrir un dia de incubacion, se procedio a examinar las placas y a leer los
didmetros de los halos de inhibicion frente a Candida albicans. Para su medicion se uso la
Regla de Vernier digital porque brinda una medida individual de cada halo (en milimetros)
formado alrededor de los discos empapados con las sustancias de prueba utilizadas en las
placas con cultivo. Una vez realizada la lectura, se volvio a incubar las placas y en un tiempo
de dos y tres dias, se volvieron a efectuar las lecturas respectivas por cada tiempo de
incubacion, puesto que el objeto de la investigacion es conseguir resultados de los halos de
inhibicion de los enjuagues orales de prueba y los controles Anfotericina B y suero
fisioldgico en los tres periodos de incubacion sefialados, debido a que el objetivo es

determinar el efecto antifungico de los colutorios orales frente a cepa de Candida albicans.
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3.7.3. Validacion

El estudio se desarroll6 bajo el enfoque dictaminado por el "Juicio de expertos". Esto incluye
la validacion de una ficha de recoleccion de datos por parte de expertos validadores en el tema
de investigacion.
3.7.4. Confiabilidad

No fue necesaria la aplicacion de una técnica de confiabilidad dado que se trabaj6é con una

ficha para el recojo de datos.
3.8. Plan de procesamiento y analisis
Se empleo el software de tratamiento de textos Microsoft Word para elaborar la tesis.

Los datos obtenidos fueron colocados en el Microsoft Excel para su posterior orden y
clasificacion segun las horas y mediciones instituidas de evaluacion.

Los datos, posteriormente, fue incorporados al programa SPSS V25 para su respectivo proceso
y presentacion a traves de tablas y graficos. Donde se realizaron pruebas estadisticas
descriptivas para conocer las caracteristicas de los datos, para lo cual se realizd el analisis de
normalidad para definir el empleo de estadisticas paramétricas 0 no paramétricas.
Posteriormente, se ejecutd la prueba de Kruskal Wallis y U de Mann Whitney para conocer si
entre los resultados de los colutorios orales hay diferencias significativas. Luego se hizo la
prueba Friedman y Wilcoxon para observar si existen diferencias significativas para un mismo
grupo con respecto a las mediciones de los halos de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas. El
objetivo del analisis estadistico fue observar si los colutorios orales presentan o no, efecto
antifangico frente a cepa de Candida albicans, el grado de efectividad de cada colutorio oral en

el tiempo.
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3.9. Aspectos éticos

Para garantizar la idoneidad del trabajo, tanto en términos del contenido tedrico como los
resultados empiricos derivados del desarrollo de las técnicas y el uso del instrumento de
recoleccién de datos, su contenido se registrd con base en la guia para la elaboracion de tesis
de enfoque cuantitativo, la guia de citado y referenciacion estilo Vancouver de la Universidad
Privada Norbert Wiener con el fin de que los formatos de citacion y referenciacion aseguren el
respeto de los derechos de los autores y protejan los contenidos tedricos empleados; ademas,
mediante la validacién de la ficha por juicio de expertos se cumplié con los criterios técnicos
que garanticen la fidelidad y exactitud. Por ultimo, todos los criterios previamente mencionados
fueron sometidos a los fundamentos del Manual de procedimientos del Comité Institucional de
Etica para la investigacion de la Universidad Privada Norbert Wiener (CIEI-UPNW), donde se
solicitdé una constancia de exoneracion de revision de proyecto de investigacion al ser una
investigacion in - vitro con cepa de candida albicans. Terminada la ejecucion en el laboratorio
se aplicaron las normas de manejo de desechos biolégicos, donde se respetaron los medios de

eliminacion de residuos bioldgicos contaminados.



CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4]1. Resultados

La investigacion determind el efecto antifingico de los colutorios orales frente a cepa de

Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.

29
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4.1.1. Anélisis descriptivo de los resultados

Tabla 2: Efecto antifungico del Gluconato de clorhexidina al 0,12% frente a cepa de
Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.

Gluconato de clorhexidina al 0,12%

Periodo de Tiempo X (mm) DS Min. Max.
24 horas 19,72 3,130 14,92 27,50
48 horas 19,61 3,131 14,80 27,39
72 horas 19,48 3,118 14,66 27,25

Fuente: Elaboracién propia

Gréfico 2: Efecto antiflngico del Gluconato de clorhexidina al 0,12% frente
a cepa de Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.
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En la tabla 2 se muestra que el colutorio Gluconato de clorhexidina 0.12% obtuvo 19,72
+ 3,130 mm de halo de inhibicion transcurrido un dia (24 horas). También se consiguié
19,61 + 3,131 mm de halo de inhibicion transcurrido dos dias (48 horas). Por ultimo,
19,48 + 3,118 mm de halo de inhibicion transcurrido tres dias (72 horas). En el grafico
2 se pueden observar los promedios de halos de inhibicion obtenidos en los tres tiempos:

24, 48 y 72 horas.
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Tabla 3: Efecto antifungico del Cloruro de cetilpiridinio al 0,07% frente a cepa de Candida
albicans a las 24, 48 y 72 horas.

Periodo de Tiempo Cloruro de cetilpiridinio al 0,07%
X (mm) DS Min. Max.
24 horas 16,19 1,995 13,10 20,20
48 horas 16,08 2,001 12,96 20,11
72 horas 15,96 1,997 12,86 20,00

Fuente: Elaboracién propia

Gréfico 3: Efecto antiflngico del Cloruro de cetilpiridinio al 0,07% frente a
cepa de Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.
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En la tabla 3, se muestra que el colutorio Cloruro de cetilpiridinio al 0.07% obtuvo 16,19 +
1,995 mm de halo de inhibicion transcurrido un dia (24 horas). También se consigui6 16,08 +
2,001 mm de halo de inhibicién transcurrido dos dias (48 horas). Por ultimo, 15,96 + 1,997 mm
de halo de inhibicién transcurrido tres dias (72 horas). En el grafico 3 se pueden observar los

promedios de halos de inhibicion obtenidos en los tres tiempos: 24, 48 y 72 horas.
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Tabla 4: Efecto antifungico del Gluconato de clorhexidina al 0,12% en combinacion con Cloruro
de cetilpiridinio al 0,05% frente a cepa de Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.

Gluconato de clorhexidina al 0,12% en combinacién con el Cloruro de

Periodo de Tiempo cetilpiridinio al 0,05%

X (mm) DS Min. Max.
24 horas 14,40 2,240 10,79 18,68
48 horas 14,29 2,239 10,70 18,58
72 horas 14.18 2,236 10,58 18,46

Fuente: Elaboracién propia

Gréfico 4: Efecto antifingico del Gluconato de clorhexidina al 0,12% en combinacién con
el Cloruro de cetilpiridinio al 0,05% frente a cepa de Candida albicans a las 24, 48 y 72
horas.
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En la tabla 4, se llega a observar que el colutorio Gluconato de Clorhexidina al 0,12% en
combinacion con CPC 0,05% obtuvo 14,40 + 2,240 mm de halo de inhibicion transcurrido un
dia (24 horas). También se consiguié 14,29 + 2,239 mm de halo de inhibicion transcurrido
dos dias (48 horas). Por ultimo, 14,18 + 2,236 mm de halo de inhibicién a las 72 horas. En el
grafico 4 se pueden observar los promedios de halos de inhibicion obtenidos en los tres

tiempos: 24, 48 y 72 horas.
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Tabla 5: Efecto antifingico de la Anfotericina B frente a cepa de Candida albicans a las 24, 48

y 72 horas.
Periodo de Tiempo Anfotericina B
X (mm) DS Min. Max.
24 horas 23,16 1,695 19,84 27,95
48 horas 23,06 1,695 19,75 27,85
72 horas 22.95 1,693 19,63 27,73

Fuente: Elaboracién propia

Grafico 5: Efecto antiflngico de la Anfotericina B frente a cepa de Candida albicans a las
24,48y 72 horas.
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En la tabla 5, se llega a observar que la Anfotericina B obtuvo 23,16 + 1,695 mm de halo de
inhibicion transcurrido un dia (24 horas). También se obtuvo 23,06 = 1,695 mm de halo de
inhibicion transcurrido dos dias (48 horas). Por altimo, 22,95 + 1,693 mm de halo de inhibicion
transcurrido tres dias (72 horas). En el grafico 5 se pueden observar los promedios de halos de

inhibicion obtenidos en los tres tiempos: 24, 48 y 72 horas.
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1. ANALISIS DE NORMALIDAD DE RESULTADOS
Se realiza para determinar qué andlisis estadistico (paramétrico o no paramétrico) usar en los

objetivos de la investigacion.

Tabla 6: Anélisis de Normalidad por Shapiro Wilk (n<50) de los colutorios orales
frente a cepa de Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.

Valor p
SUSTANCIA DE PRUEBA 24 horas 48 horas 72 horas
2:%(?(1)2;:[)0 de clorhexidina (CHX) 0,011 0,011 0,012
glgrg{&de cetilpiridinio (CPC) 0,381 0,393 0,397
CHX al 0.12% + CPC al 0.05% 0,182 0,180 0,171
Anfotericina B 0,136 0,126 0,127

Nivel de significancia (o =0,05)

De la tabla 6 se deduce que los resultados de las diferencias de los halos de inhibicion
de las sustancias de prueba en los tres tiempos (24, 48 y 72 horas) frente a Candida
albicans no presentan una distribucion normal para el CHX al 0.12% (p<0.05). Sin
embargo, si presentan distribucion normal CPC al 0.07% (p>0.05), CHX al 0.12% en
combinacion con CPC al 0.05% (p>0.05) y Anfotericina B (p>0.05). Se concluy6 que
los grupos de datos tienen una distribucién normal y viceversa (no normal), por esta
razon se recomienda utilizar estadisticos no paramétricos a fin de poder realizar el
andlisis de los resultados como las pruebas de Kruskal Wallis, Friedman, U de Mann

Whitney y Wilcoxon.



2. ANALISIS DE MUESTRAS INDEPENDIENTES

PRUEBAS DE KRUSKAL WALLIS Y U DE MANN WHITNEY
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Se utilizo esta prueba para evaluar si existen diferencias significativas entre los colutorios

orales en estudio en el mismo periodo de tiempo.

Tabla 7: Media y desviacion estandar de los halos de inhibicion (mm) de colutorios orales
en estudio frente a Candida albicans.

X (mm) £ DS
e S CRE e
0.05%
24 horas 19,72 +3,130 15’”;3; 14,40 +2,240 Zi’égsi <0.01
48 horas 19,61 +3,131 15,'8(?; 14,292,239 Zi’gg; <0.01
72 horas 19,48 +3,118 15’,’:96; 14.18 +2.236 212?95; <0.01

Prueba de Kurskal Wallis (p<0,05)

En la tabla 7 se observa que existen diferencias significativas entre las lecturas de CHX al

0.12%, CPC al 0.07%, CHX al 0.12% en combinacién con CPC al 0.05% y AnfotericinaB

(p<0,01) para los tres tiempos de estudio, lo cual queda demostrado por la Prueba de Kurskal

Wallis(p<0.05) y prueba de U de Mann Whitney (p<0,05). Se demuestra que el CHX 0.12%

(Marca Oralgene) fue el colutorio mas efectivo frente a Candida albicans para el presente

estudio, después del antibiético Anfotericina B.
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3. ANALISIS DE MUESTRAS DEPENDIENTES

PRUEBA DE FRIEDMAN Y WILCOXON

Esta prueba se realiza para determinar si existe diferencias significativas en los resultados a

las 24, 48 y 72 horas para un colutorio oral de prueba.

Tabla 8: Media y desviacion estandar de los halos de inhibicién (mm) de colutorios orales
en estudio frente a Candida albicans.

X (mm) £ DS
Gluconato de -
Periodo de Tiempo Clorhexidina al CPCal 0.07% Clorhexidina al 0(')12% Anfotericina B
0.12% + CPC al 0.05%
24 horas 19,72+£3,130a 16,19+1,995a 14,40 £2,240 a 23,16+1,695a
48 horas 19,61+3,131b 16,08 £2,001 b 14,29+2,239 b 23,06 +£1,695b
72 horas 19,48 £3,118 ¢ 1596+ 1,997 ¢ 1418 £2,236 ¢ 22.96+1,693¢
p <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

Prueba de Friedman (p<0,05).

Segun tabla 8, las letras en minusculas diferentes en cada grupo muestran las diferencias
significativas que existen entre si sobre las lecturas a las 24, 48 y 72 horas para un colutorio
oral en estudio y la anfotericina B, lo cual queda demostrado por la Prueba de Friedman
(p<0.05) y prueba de Wilcoxon (p<0,01). Se demuestra que el tiempo de 24 horas fue el mas

efectivo en todos loscasos.
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4.1.2. Prueba de hipdtesis
Hipdtesis general
Hi: Los colutorios orales presentan efecto antifungico frente a cepa de Candida albicans a las
24, 48y 72 horas.

Ho: Los colutorios orales no presentan efecto antifungico frente a cepa de Candida albicans a

las 24, 48 y 72 horas.

Conclusion:

Segun gréfico 5, se puede observar que los promedios de Gluconato de clorhexidina al 0.12%,

Cloruro de cetilpiridinio 0.07%, Gluconato de Clorhexidina 0.12% + Cloruro de cetilpiridinio

0.05% y Anfotericina B son diferentes de cero en los tres tiempos de estudio. Por esto, la

hipdtesis nula fue rechazada y se acepta la siguiente hipotesis del estudio: Los colutorios orales

presentan efecto antifungico frente a cepa de Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.

Hipotesis especificas

Hil: El Gluconato de clorhexidina al 0,12% presenta efecto antifiingico frente a cepa de

Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.
Ho: EIl Gluconato de clorhexidina al 0,12% no presenta efecto antifungico frente a cepa de
Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.

Conclusion:

Segun gréafico 1 y tabla 1, se puede observar que los promedios del Gluconato de clorhexidina
al 0.12% a las 24 (19.72mm), 48 (19.61mm), y 72 horas (19.48mm), son diferentes de
cero. Por esto, la hipdtesis nula fue rechazada y se acepta la siguiente hipotesis del estudio:
El Gluconato de clorhexidina al 0,12% presenta efecto antifungico frente a cepa de

Candida albicans en los tres tiempos: 24, 48 y 72 horas.
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Hi?: El Cloruro de cetilpiridinio al 0,07% presenta efecto antiflingico frente a cepa de Candida

albicans a las 24, 48 y 72 horas.

Ho: El Cloruro de cetilpiridinio al 0,07% no presenta efecto antifingico frente a cepa de

Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas.

Conclusion:

Segun grafico 2 y tabla 2, se puede observar que los promedios de Cloruro de cetilpiridinio al

0.07% a las 24 (16.19 mm), 48 (16.08mm), y 72 horas (15.96mm), son diferentes de cero. Por

esto, la hipdtesis nula fue rechazada y se acepta la siguiente hipétesis del estudio: EI Cloruro

de cetilpiridinio al 0,07% presenta efecto antifingico frente a cepa de Candida albicans a las
24,48y 72 horas.

Hi®: El Gluconato de clorhexidina al 0,12% en combinacion con el Cloruro de cetilpiridinio al
0,05% presenta efecto antifngico frente a cepa de Candida albicans a las 24, 48 y 72
horas.

Ho: EI Gluconato de clorhexidina al 0,12% en combinacion con el Cloruro de cetilpiridinio al
0,05% no presenta efecto antifungico frente a cepa de Candida albicans a las 24, 48y 72
horas.

Conclusion:

Segun grafico 3 y tabla 3, se puede observar que los promedios de Gluconato de clorhexidina

al 0.12% en conjunto con el Cloruro de cetilpiridinio al 0,05% a las 24 (14.40 mm), 48

(14.29mm), y 72 horas (14.18mm), son diferentes de cero. Por esto, la hipotesis nula fue

rechazada y se acepta la siguiente hipdtesis del estudio: El Gluconato de clorhexidina al 0,12%

en combinacién con el Cloruro de cetilpiridinio al 0,05% presenta efecto antifungico frente a

cepa de Candida albicans en los tres tiempos: 24, 48 y 72 horas.
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4.1.3. Discusion de resultados

La presente investigacion tipo aplicada de método analitico, bajo un enfoque cuantitativo,
disefio experimental in —vitro y longitudinal de forma prospectiva; tuvo por objetivo general
determinar el efecto antiflngico de los colutorios orales comparado con el control positivo
Anfotericina B y como control negativo suero fisioldgico al 0.85% frente a la de cepa de
Candida albicans ATCC 10231 a las 24, 48 y 72 horas. Se demostr6 segun lo observado que
existié efecto inhibitorio de los colutorios orales frente a la cepa de Candida albicans, ya
que los promedios de Gluconato de clorhexidina al 0.12%, Cloruro de cetilpiridinio 0.07%
y Gluconato de clorhexidina 0.12% en combinacion con Cloruro de cetilpiridinio 0.05%
fueron diferentes de cero en los tres tiempos de estudio evaluados. Este resultado guarda
semejanza con los investigadores Handschuh et al. (2020), quienes demostraron que los
colutorios con Cloruro de cetilpiridinio al 0,075% y 0,05% vy, el Gluconato de clorhexidina
al 0,12%; 0,1% y 0,05% presentaron efectos que inhiben al hongo candida albicans. De
igual forma, presenta similitud con lo encontrado por Moroz et al. (2020), mismos que
obtuvieron como resultado que ocho de los doce enjuagues bucales empleados en su estudio,
inhibieron el crecimiento de cepas de hongos potencialmente patégenos aislados en la
cavidad bucal donde el gluconato de clorhexidina demostré una gran eficacia antifungica,
por lo que concluyeron que el efecto antifiungico de un enjuague bucal depende de su
composicion y la especie de hongo, por tal motivo el uso de colutorios orales es un recurso
fundamental en la rutina de higiene oral ya que garantiza la prevencion de enfermedades

bucales.

Asimismo, el primer objetivo especifico desarrollado en la presente investigacion fue

determinar el efecto antifungico del Gluconato de clorhexidina al 0,12% frente a cepa de
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Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas. Para la respuesta de este objetivo se tienen a la
tabla 1, donde se puede observar que los promedios del Gluconato de clorhexidina al 0.12%
a las 24 (19.72mm), 48 (19.61mm), y 72 horas (19.48mm), fueron diferentes de cero. Por
ello, se tiene que, el Gluconato de clorhexidina al 0,12% presenta efecto antifingico frente
a cepas de Candida albicans en los tres tiempos: 24, 48 y 72 horas. Ademas de que fue
considerado el colutorio oral més efectivo frente a la Candida albicans en la presente
investigacion.

Lo mencionado anteriormente presenta semejanza con el estudio de Paulone et al. (2017),
quienes investigaron la susceptibilidad de candida albicans a los enjuagues bucales en
términos de crecimiento, supervivencia y formacion de biopeliculas, donde se evaluaron a
siete colutorios comerciales, de los cuales, los colutorios con gluconato de clorhexidina
presentaron efectos antifungicos y a su vez, mayores actividades anti — candida. De la misma
manera sucede con el estudio de Handschuh et al. (2020), el cual demostr6 que los
colutorios constituidos por gluconato de clorhexidina al 0,1% presentaron mayor eficacia en
comparacion con otro para la inhibicién del hongo candida albicans.

El segundo objetivo especifico fue determinar el efecto antifungico del Cloruro de
cetilpiridinio al 0,07% frente a cepa de Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas. Para la
respuesta a tal objetivo se tiene la tabla 2, donde se puede observar que los promedios de
Cloruro de cetilpiridinio al 0.07% a las 24 (16.19 mm), 48 (16.08mm), y 72 horas
(15.96mm), fueron diferentes de cero. Con ello, se puede afirmar que el Cloruro de
cetilpiridinio al 0,07% presenta efecto antifungico frente a cepa de Candida albicans a las
24, 48 y 72 horas. Este resultado mantiene semejanza con las investigaciones de Ardizzoni

et al. (2018) y Handschuh et al. (2020), pues en el primero demostraron el efecto
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antifingico para la Candida albicans en el Cloruro de cetilpiridinio, asi como su mayor
efectividad comparada con otros, mientras que en el segundo también se demostr6 que los
colutorios orales con cloruro de cetilpiridinio al 0,075% y 0,05% desarrollaron efectos
antiflngicos.

Por ultimo, el tercer objetivo especifico fue determinar el efecto antifingico del Gluconato
de clorhexidina al 0,12% en combinacion con el Cloruro de cetilpiridinio al 0,05% frente a
cepa de Candida albicans a las 24, 48 y 72 horas. Para responder a ese objetivo se observa
la tabla 3, en la que se puede observar que los promedios de Gluconato de clorhexidina al
0.12% en conjunto con el Cloruro de cetilpiridinio al 0,05% a las 24 (14.40 mm), 48
(14.29mm), y 72 horas (14.18mm), fueron diferentes de cero. En otras palabras, el Gluconato
de clorhexidina al 0,12% en combinacion con el Cloruro de cetilpiridinio al 0,05% presenta
efecto antifingico frente a cepa de Candida albicans en los tres tiempos: 24, 48 y 72 horas.
Este hallazgo concuerda parcialmente con lo hallado por Scheibler et al. (2018), donde la
combinacion de la nistatina y el gluconato de clorhexidina mostraron menor actividad contra
las biopeliculas de Candida albicans, excepto con el intervalo de 30 minutos. Asimismo, los
farmacos al combinarse presentaron altos porcentajes de degradacion en todos los tiempos

evaluados.



42

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Primero

Segun lo observado se concluye que existié efecto inhibitorio de los colutorios orales
frente a cepa de Candida albicans, ya que los promedios de Gluconato de Clorhexidina al
0.12%, Cloruro de cetilpiridinio 0.07% Yy Gluconato de Clorhexidina 0.12% en
combinacion con Cloruro de cetilpiridinio 0.05% fueron diferentes de cero en los tres
tiempos de estudio a las 24, 48 y 72 horas.

Segundo

El presente estudio concluye que el tiempo de 24 horas fue el méas efectivo para todos los
colutorios orales, puesto que se demostré las diferencias significativas en los grupos de
datos tratados de manera independiente.

Tercero

El colutorio oral mas efectivo frente a Candida albicans para el presente estudio, fue el
Gluconato de clorhexidina 0.12% (Marca Oralgene) a las 24, 48 y 72 horas, después del
antibiotico Anfotericina B, puesto que se demostrd las diferencias significativas en los

grupos de datos.

5.2. Recomendaciones

Primero
Se recomienda realizar futuros estudios relacionados con el tema considerando una mayor
muestra para obtener conclusiones con una amplitud mayor de poblacion y trabajar en

menores tiempos de estudio.
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Segundo
Se sugiere implementar como completo al tratamiento de candidiasis oral el empleo de
colutorios con una frecuencia de uso de 24 horas, ya que ese tiempo fue el méas efectivo
para todos los colutorios estudiados.
Tercero
Se recomienda el empleo de Gluconato de clorhexidina 0.12% como colutorio oral frente

al tratamiento de candidiasis, ya el presente estudio demostré ser el mas efectivo.
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Anexo 1: Matriz de consistencia

o1

gormulauon Objetivos Hipotesis Variables Diseflo -
el problema metodologico
Problema general: Objetivo general: Hipotesis general: Variable 1 Tipo de
Efecto antifdngico. investigacion:
¢Cudl es el efecto Determinar el efecto Hi: Los colutorios orales Aplicada
antifangico de los antiflngico de los presentan efecto Dimension:
colutorios orales colutorios orales antiflngico frente a cepa Método:
frente a cepa de frente a cepa de de Candida albicans. Diametro del halo Analitico
Candida albicans Candida albicans Ho: Los colutorios orales no de inhibicién.
realizado en Lima realizado en Lima — presentan efecto Disefio de la
— Per(12022? Per 2022. antiflngico frente a cepa investigacion:
de Candida albicans. Experimental
Variable 2: in —vitro.
Problemas Objetivos Hipotesis especificas: Colutorios orales
especificos: especificos: Poblacion:
Hi': El Gluconato de Dimensiones: 30 placas Petri
-¢Cual es el efecto - Determinar el clorhexidina al 0,12% con cepa de
antifingico del efecto antifingico presenta efecto D1:Gluconato de Candida
Gluconato de del Gluconato de antif(ngico frente a cepa clorhexidina al albicans.
clorhexidina al clorhexidina al de Candida albicans. 0,12%.
0,12% frente a cepa 0,12% frente a Ho: El Gluconato de D2: Cloruro de Muestra:
de Candida albicans cepa de Candida clorhexidina al 0,12% no cetilpiridinio 150 halos de
realizado en Lima — albicans realizado presenta efecto 0,07%. inhibicion de
Per(l 20227 en Lima — Per( antifungico frente a cepa D3: Gluconato de Candida
2022. de Candida albicans. clorhexidina al albicans.

¢Cual es el efecto
antifangico del
Cloruro de
cetilpiridinio al
0,07% frente a cepa
de Candida albicans
realizado en Lima —
Perd 2022?

¢Cudl es el efecto
antiflngico del
Gluconato de
clorhexidina al
0,12% en
combinacion con el
Cloruro de
cetilpiridinio al
0,05% frente a cepa
de Candida albicans
realizado en Lima —
Pert 2022?

Determinar el
efecto antiflngico
del Cloruro de
cetilpiridinio al
0,07% frente a
cepa de Candida
albicans realizado
en Lima — Peru
2022.

Determinar el
efecto antifungico
del Gluconato de
clorhexidina al
0,12% en
combinacion con
el cloruro de
cetilpiridinio al
0,05% frente a
cepa de Candida
albicans realizado
en Lima — Peru
2022.

Hi?: El Cloruro de
cetilpiridinio al 0,07%
presenta efecto
antiflngico frente a cepa
de Candida albicans.

Ho: El Cloruro de
cetilpiridinio al 0,07%
no presenta efecto
antifingico frente a cepa
de Candida albicans.

Hi?: El Gluconato de
clorhexidina al 0,12%
en combinacién con el
Cloruro de cetilpiridinio
al 0,05% presenta efecto
antifingico frente a cepa
de Candida albicans.

Ho: El Gluconato de
clorhexidina al 0,12%
en combinacién con el
Cloruro de cetilpiridinio
al 0,05% no presenta
efecto antifungico frente
a cepa de Candida
albicans.

0,12% en
combinacion
con el Cloruro
de
cetilpiridinio
0,05%.
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Anexo 2: Validez del instrumento

VALIDACION DE INSTRUMENTO

L DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Mg C.D. César Augusto Adrianzén Acurio
1.2 Cargo e Institucion donde labora: Docente EAP Odontologia
1.3 Nombre del Instrumento motivo de evaluacién: Ficha de recoleccion de datos
1.4 Autor del Instrumento: Frank Comelio Sanchez Ugarte.
1.5 Titulo de la Investigacion: “Efecto antifingico de los colutorios orales frente a cepas de Candida albicas.

estudio in vitro™.

II. ASPECTO DE LA VALIDACION

CRITERIOS Deficiente Baja Regular | Buena = Muy buena
1 2 3 4 5
1. CLARIDIAD Esta ft_:rnuulado comn lenguaje %
apropiado.
2. OBJETIVIDAD Estd expresado en conductas x
abservables.
3 ACTUALIDAD Ad.ecuadpalavancedelamnm ¥ ¥
tecnologia
4. ORGANIZACTON Existe una organizacion logica.
. , Comprende los aspectos de cantidad y
Sk calidad en sus items. X
6 Adecuado para valorar aspectos del
INTENCIONALIDAD desalm]]:o_de capacidades X
cognoscitivas.
Alineado a los objetivos de la
7- CONSISTENCIA | investigacion y metodologia. X
8. COHERENCTA dEplre lns indices, indicadores y las x
INENsSIONEes.
0. METODOLOGIA La eslrate_g:a responde al proposito x
del estudio
10. PERTINENCIA El mstrumento es adecuado al tipo de x
Investigacion.
CONTEO TOTAL DE MARCAS
(realice el conteo en cada una de las categorias de la — — 4 5 1
escala)
A B C D E

Coeficiente de Validez = (1xA) + (2xB) + (3xC) + (4xD) + (5xFE) = 0,74

50

L CALIFICACION GLOBAL (Ubique el coeficiente de validez obtenido en el intervalo respectivo y marque con
un aspa en el circulo asociado)

Categoria Intervalo
Desaprobado <> | [0,00-0,60]
Observado <> | <0,60-0,70]
Aprobado CX > | <0,70-1,00]

IV. OPINION DE APLICABILIDAD: Aplicable

Lima, 11 de setiembre del 2022

6. _Adaw —

Firma v sello
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Norbert Wiener

VALIDACION DE INSTRUMENTO

I.  DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Mg. Esp. CD. Francisco Antonio Vargas Corpancho
1.2 Cargo e Institucion donde labora:

1.3 Nombre del Instrumento motivo de evaluacion: Ficha de recoleccion de datos
1.4 Autor del Insttumento: Frank Cornelio Sanchez Ugarte.

1.5 Titule de la Investigacién: “Efecto antifingico de los colutorios orales frente a cepas de Candida albicas.

estudio in vitro™.

II. ASPECTO DE LA VALIDACION

CRITERIOS Deficiente Baja Regular | Buena | Muy buena
1 2 3 4 5
1. CLARIDAD Esta fprmmadn con lenguaje x
apropiado.
Estd expresado en conductas
2. OBJETIVIDAD observabiles, X
3. ACTUALIDAD Mccuadp al avance de la ciencia ¥ x
tecnologia
4. ORGANIZACTON Existe una organizacion lbgica. x
- Comprende los aspectos de cantidad y
5. SUFICIENCIA calidad en sus items. X
6 Adecuado para valorar aspectos del
INTENCIONALIDAD | Sesamollo de capacidades x
cnguueclll\'as.
Alineado a los objetivos de la
7. CONSISTENCLA investigacion ¥ metodologia. ®
Entre los indices, indicadores y las
8. COHERENCIA dimensiones. X
La estrategia responde al propdsito
9. METODOLOGIA del estudio X
El instrumento es adecuado al tipo de
10. PERTINENCIA Tnvestigacién. X
CONTEO TOTAL DE MARCAS
(realice ¢l conteo en cada una de las categorias de la 6 4
escala)
A B C D E

Coeficiente de Validez = (1xA) + (2xB) + (3xC) + (4xD) + (5xE) = 0.88
50

L. CALIFICACION GLOBAL (Ubique el coeficiente de validez obtenido en el intervalo respectivo y marque con
un aspa en el circulo asociado)

Categoria Intervalo
Desaprobado <> | [0.00-0.,60]
Observado < > | <0.60-0.70]
Aprobado < > | <0.70 - 1.00]

IV. OPINION DE APLICABILIDAD: Aplicable

10, setiembre del 2022

DT P P PP PP P TP PPPr

My Esp (D Frandge6 Antanio Vargas Corpancho
~ coP 12839

RME T
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VALIDACION DE INSTRUMENTO

L. DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Mg CD. Mariela Antonieta Villacorta Molina
1.2 Cargo e Institucién donde labora: docente tiempo completo universidad Norbert Wiener
1.3 Nombre del Instrumento motivo de evaluacién: Ficha de recoleccion de datos

1.4 Autor del Instrumento: Frank Comelio Sanchez Ugarte.

1.5 Titulo de la Investigacion: “Efecto antifimgico de los colutorios orales frente a cepas de Candida albicas.estudio in

vitro™.

II. ASPECTO DE LA VALIDACION

CRITERIOS Deficiente Baja Regular | Buena | Muy buena
1 2 3 4 | 5
Esta formulado con lenguaje
1. CLARIDAD apeopiado. X
Esti expresado en conductas
2. OBJETIVIDAD observablas. X
Adecuado al avance de la ciencia y
3. ACTUALIDAD tecnologia
4. ORGANIZACION Existe una organizacion ldgica,
Comprende los aspectos de cantidad y
5. SUFICIENCIA calidad en sus items. X
6 Adecuado para valorar aspectos del
INTENCIONALIDAD | destrollo de capacidades X
cognoscitivas.
Almeado a los objetivos de la
7. CONSISTENCIA mvestigacion y metodologia. X
. Entre los indices, indicadores y las
8. COHERENCIA dimensiones. X
La estrategia responde al propdsito
9. METODOLOGIA del estudio X
El mstrumento es adecuado al tipo de
10. PERTINENCLA Tnvestigacion. X
CONTEO TOTAL DE MARCAS
(realice el conteo en cada una de las categorias de la
escala)
A B C D E

Coeficiente de Validez = (1xA) + (2xB) + (3xC) + (4xD) + (5zF) = 0.8
50

ML CALIFICACION GLOBAL (Ubique el coeficiente de validez obtenido en el intervalo respectivo v marque con
um aspa en el circulo asociado)

Categoria

Intervalo

Desaprobado <

[0,00—0.60]

Observado >

<0,60-0,70]

Aprobado >

IV. OPINION DE APLICABILIDAD: Aplicable

09 de Setiembre del 2022

| <0.70 - 1.00]

i Tallt .
e e

Firma y sello
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Anexo 3: Constancia de exoneracion de revision

‘ ‘ COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA PARA LA

Universidad INVESTIGACION
Norbert Wiener

CONSTANCIA DE EXONERACION DE REVISION

Lima, 02 de octubre de 2022

Investigador(a)
Frank Cornelio Sanchez Ugarte
Exp. N°: 2331-2022

De mi consideracion:

Es grato expresarle mi cordial saludo y a la vez informarle que el Comité Institucional de
Etica para la investigacion de la Universidad Privada Norbert Wiener (CIEI-UPNW)
acuerda la Exoneracion de revision del siguiente protocolo de estudio:

e Protocolo titulado: “Efecto antifingico de los colutorios orales frente a cepas de
Candida albicans. Estudio in vitro” Version 1 con fecha 20/09/2022.

El cual tiene como investigador principal al Sr(a) Frank Comelio Sanchez Ugarte.

Es cuanto informo a usted para su conocimiento y fines pertinentes.

Atentamente,
? LiAineer g
\!
Yenny Marisol Bellido Fuentes
Presidenta del CIEI- UPNW
Avenida Arequipa 440

Universidad Privada Norbert Wiener
Teléfono: 706-5555 anexo 3286-3287 Cel. 981000698
Correo:comite etica@uwieneredu.pe



Anexo 4: Constancia de recoleccién de datos

0"“ Scientific
Quality

We generate trust

CONSTANCIA
Dra. Brenda Vergara Pinto
Directora
E.A.P. Odontologia - Universidad Norbert Wiener
Presente.
Estimada Doctora:

Es grato dirigirme a usted para comunicarle que el sefior FRANK CORNELIO SANCHEZ UGARTE
con DNI 47901314, bachiller en Odontologia de la E.A.P. que usted dirige, realizé las pruebas
microbioldgicas del estudio experimental in vitro titulado: "EFECTO ANTIFUNGICO DE LOS
COLUTORIOS ORALES FRENTE A CEPAS DE CANDIDA ALBICANS. ESTUDIO IN VITRO". Dicho
estudio corresponde a su tesis para obtener el titulo de Cirujano dentista.

Toda la experimentacidn y recoleccién de datos fue realizada entre los dias 02 al 15 de
noviembre del presente afio y fue supervisado en su totalidad por mi persona, cumpliendo con

” 3\ todos los protocolos de bioética, bioseguridad y control de infecciones requeridos.

/' Sin otro particular.

Atentamente

Lima, 25 de noviembre del 2022

' // Mblgo\Onﬁtﬁlﬁ/Jurez Vilcapuma
A Gerente de Laboratorio
' C.B.P.14090

[Direcoion Av. Maria Reiche Mz.N Lote 1. Villa El Salvador. Lima. Co%iar 899365647 Correo aisctronico: laboratorio@acientificquality.org. /0 www.scientificquality.org
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Anexo 5: Ficha de recoleccién de datos

Halo de inhibicion de las sustancias de prueba frente a Candida albicans ATCC
10231 en milimetros (mm) a las 24 horas en agar Mueller Hinton

N.°
de plapa M1: Gluconato de M3 Glupo_nato de M4:Anfotericina ~ M5: Suero fisioldgico
Petri clorhexidinaal M2 Clorurode ig’%}fg%ﬂj‘rghe B(10ug) al 0.85%
0,12% cetilpiridinio 0,07% cétilpiridinio 0.05% (Control +) (Control -)
1 25,51 15,82 11,30 23,06 0,00
2 19,86 13,19 12,76 23,72 0,00
3 2452 18,60 14,25 23,86 0,00
4 19,94 16,15 13,22 22,85 0,00
5 18,28 19,24 17,96 22,39 0,00
6 17,90 16,77 17,82 23,52 0,00
7 18,10 16,01 18,20 25,00 0,00
8 16,48 16,97 14,81 26,91 0,00
9 20,20 14,46 15,90 24,12 0,00
10 22,12 16,32 11,68 25,18 0,00
11 27,50 18,76 12,05 23,41 0,00
12 26,71 13,63 13,00 23,07 0,00
13 22,60 18,70 17,42 27,95 0,00
14 19,58 15,04 15,23 22,18 0,00
15 20,75 20,20 16,14 22,40 0,00
16 17,38 16,85 14,56 20,23 0,00
17 14,92 15,06 17,48 19,84 0,00
18 17,03 13,71 12,34 21,31 0,00
19 17,25 15,79 13,87 23,90 0,00
20 18,77 17,47 12,31 23,11 0,00
21 16,30 14,34 10,79 22,19 0,00
22 18,00 15,75 11,51 21,45 0,00
23 21,34 18,04 12,90 21,16 0,00
24 18,21 17,35 13,12 23,82 0,00
25 21,32 13,62 18,68 22,24 0,00
26 17,36 14,26 14,67 22,95 0,00
27 20,65 15,07 14,57 22,36 0,00
28 17,70 19,51 13,95 23,11 0,00
29 18,02 13,10 14,28 24,28 0,00
30 17,28 15,86 15,10 23,34 0,00
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Halo de inhibicion de las sustancias de prueba frente a Candida albicans ATCC
10231 en milimetros (mm) a las 48 horas en agar Mueller Hinton

deNp.I;ca LG M3: Gluc_or)ato de . - .
betri : Gluconato de M2: CI_o_ru_ro_de clorhexidinaal ~ M4:Anfotericina y M5 Suero
clorhexidina al cetilpiridinio  0,12% + Cloruro B(10ug) fisioldgico al 0.85%
0,12% 0,07% de cetilpiridinio (Control +) (Control -)
0,05%
1 25,40 15,71 11,19 22,95 0,00
2 19,75 13,08 12,65 23,62 0,00
3 24,41 18,51 14,16 23,75 0,00
4 19,84 16,05 13,10 22,73 0,00
5 18,17 19,15 17,85 22,30 0,00
6 17,76 16,64 17,71 23,40 0,00
7 17,99 15,90 18,09 24,92 0,00
8 16,41 16,88 14,72 26,80 0,00
9 20,12 14,35 15,78 24,00 0,00
10 22,00 16,21 11,58 25,10 0,00
11 27,39 18,62 11,94 23,30 0,00
12 26,63 13,50 12,92 22,95 0,00
13 22,48 18,64 17,30 27,85 0,00
14 19,47 14,92 15,11 22,10 0,00
15 20,63 20,11 16,02 22,26 0,00
16 17,26 16,74 14,45 20,12 0,00
17 14,80 14,95 17,37 19,75 0,00
18 16,91 13,62 12,19 21,20 0,00
19 17,14 15,68 13,72 23,78 0,00
20 18,65 17,35 12,19 23,00 0,00
21 16,19 14,25 10,70 22,10 0,00
22 17,92 15,63 11,40 21,36 0,00
23 21,22 17,96 12,79 21,05 0,00
24 18,10 17,24 13,00 23,70 0,00
25 21,20 13,51 18,58 22,15 0,00
26 17,25 14,15 14,55 22,84 0,00
27 20,54 14,95 14,50 22,25 0,00
28 17,57 19,40 13,88 23,00 0,00
29 17,94 12,96 14,16 24,16 0,00
30 17,17 15,75 14,99 23,22 0,00
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Halo de inhibicion de las sustancias de prueba frente a Candida albicans ATCC
10231 en milimetros (mm) a las 72 horas en agar Mueller Hinton

q N.I ° M3: Gluconato de
€placa | Mmi:Gluconatode  M2: Clorurode  clorhexidinaal ~ Mé4:Anfotericina  MS5: Suero fisiol6gico al
Petri P
clorhexidina al cetilpiridinio  0,12% + Cloruro B(10ug) 0.85%
0,12% 0,07% de cetilpiridinio (Control +) (Control -)
0,05%
1 25,26 15,60 11,10 22,84 0,00
2 19,60 12,96 12,54 23,54 0,00
3 24,20 18,38 14,04 23,64 0,00
4 19,72 15,94 12,96 22,62 0,00
5 18,06 19,03 17,78 22,19 0,00
6 17,62 16,54 17,60 23,31 0,00
7 17,88 15,78 17,96 24,81 0,00
8 16,28 16,76 14,60 26,69 0,00
9 20,00 14,24 15,70 23,87 0,00
10 21,86 16,11 11,46 25,00 0,00
11 27,25 18,48 11,82 23,16 0,00
12 26,42 13,38 12,80 22,89 0,00
13 22,38 18,52 17,18 27,73 0,00
14 19,34 14,80 15,00 22,05 0,00
15 20,42 20,00 15,90 22,15 0,00
16 17,14 16,62 14,34 20,02 0,00
17 14,66 14,82 17,26 19,63 0,00
18 16,80 13,54 12,10 21,09 0,00
19 17,00 15,56 13,70 23,67 0,00
20 18,52 17,20 12,08 22,91 0,00
21 16,08 14,16 10,58 21,99 0,00
29 17,80 15,52 11,38 21,26 0,00
23 21,12 17,84 12,68 20,94 0,00
24 17,96 17,16 12,86 23,59 0,00
o5 21,09 13,40 18,46 22,02 0,00
% 17,14 14,04 14,44 22,72 0,00
27 20,44 14,82 14,38 22,13 0,00
8 17,42 19,28 13,76 22,89 0,00
29 17,86 12,86 14,06 24,06 0,00
30 17,04 15,60 14,88 23,10 0,00
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Anexo 6: Certificado de cepa Candida albicans ATCC® 10231™

Microbiologic:
Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2024/1/31

Microorganism Name: Candida albicans Release Information:

Catalog Number: 0443 Quality Control Technologist: Kassandra L Hall
Lot Number: 443-1359°* Release Date: 2022/3/24

Reference Number: ATCC® 10231™*
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small to medium, white, circular, convex, dull colonies. MNutrient
Microscopic Features: Method:
Gram positive, ovoidal, budding yeast cells. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached |D System results document. (1) Germ Tube Test: positive

(1) Chlamydospore production: positive

“4%«~L/44&@—

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

“Disclaimer; The last digits) of the ol number appearing on the product label and packing skp are merely a packaging eveni number, The lof number displayed on this
certificate is the actual base kot number,

i Refer io the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT # 2655.02

{*} The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivalive word mark and the ATCC c,nlalo:; marks ar
ATCC Licensed %° l'rualdlfrTsarks ATCC. Microbilogics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products denved from ATCC
L1 Derivative J & g

(1) These ests afe acoredited 1o ISONEC 17025

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values

BRGRER
LA

Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+++) green
© yolow
0.00-1.69 ) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a high-
confidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence identification in which
the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

(B) Low nsistgH‘cey: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence
identification. second-best match is (1)7a high- or low-confidence identification in which gehus is identical to the
best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time: 2022-03-23T14:29:55.719 CMC

Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match)
D12 (+++) (B) 443-1359 Candida albicans
Comments:

| Score Value

N/A
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Anexo 7: Ficha técnica de Standard de McCFARLAND 0.5 Sulfato de bario

DESCRIZIONE

Gli standard mcFarland vengana utilizzati come standard di torbidita
nella preparazione delle sospensioni di microrganismi ed in particolar
modo nella preparazione degli inoculi batterici per |'esecuzions
dell'antibiogramma.

PRINCIPIO

Gli standard di torbidith sono composti da sostanze chimiche che
miscelate precipitano fomando una soluzione di riproducibile
torbidita.

Gli standard McFarland vengono preparati aggiungendo acido solforico
ad una soluzione acquosa di clorura di basio.

La miscela porta alla formazione di precipitato di solfato di bario.

Per ciascun standard McFarland in tabella 1 & riportata la densita
corispondente espressa in cellule/ml. La concentrazione batterica
dipende dalla dimensione dei microrganismi. | valori riportati nella
tabella 1 rappresentano valor medi di concentrazione validi per i
batteri, Per i lieviti, che hanno dimensioni maggiori, bisogna dividere
gli stessi numeri per 30

PROCEDURA

Prima dell'uso, agitare vigorosamente lo standard di torbiditd,
utilizzando un vortex meccanico.

Comparare |a torbidita di una sospensione batterica preparata alla
torhidita dello standard, in presenza di una luce adeguata.
Alternativamente, utilizzare lo standard di torbidita per calibrare un
turbidimetro eletirometrico.

INTERPRETAZ IONE DEI RISULTATI

L'utilizzo degli sandard McFarland consente la preparazione di inaculi
standardizzati da utilizzare nelle procedure per 'esecuzione
dell'antibiogramma.

McFARLAND BARIUM SULPHATE STANDARD

Standard di torbidita per la preparazione di sospensioni di microrganismi.
Turbidity standard for preparing suspensions of microorganisms.

DESCRIPTION

mcFarland standards are used as wrbidity standards in the preparation
of suspensions of microorganisms and has particular application in the
preparation of bacterial inocula for performing antimicrobial
susceptibility testing.

PRINCIPLE

Turbidity standards are prepared by mixing chemicals that precipitate to
form a solution of reproducible turbidity.

MeFarland standards are prepared by adding sulphuric acid to an
aqueous solution of barium chloride, which results in the formation of a
suspended barium sulphate precipitate.

For each McFarland standard in table 1 is reported the correspondent
density expressed in cells‘ml. Bacterial concentration depends on
microniganisms size. The mentioned values in table 1 represent average
values of concentration valid for bacteria. For yeast, which are larger in
size, these numbers should be divided by about 30,

PROCEDURE

Vigorously agitate the turbidity standard on a mechanical vortex mixer
just before use.

Using adequate light, compare the turbidity of a bacterial suspension to
the turbidity standard.

Alternatively, use the turbidity standard to calibrate a electrometric
turbidimeter,

RESULTS INTERPRETATION

McFarland standards will enable the preparation of standardized
inocula for use in the performance of standardized antimicrobial
susceptibility testing procedures.

Tabella / Table 1.
McFarland Standard Densita (cellule/ml)y / Density (cells/ml)
0.5 1.5 % 10°
1.0 3.0 x 10°
2.0 6.0 x 107
3.0 9.0 % 10°
4.0 12.0 x 108

BIBLIOGRAFIA / BIBLIDGRAPHY

tic Farland, 1907, | Am vied. Asoc.49:1176.

1
2 Patricia M. Tille. 2014, Bailey & Seott's Diagnestic Microbiohagy. 13" edition by Mosby, Ine., an afiiliate of Elsevier Ine.
3. CLSI MT-AS, 2012, Methods for dilution antimicrobial susceptibility test for bacteria that grow aerabically.

4. CLSIMI1-AT, 2007 Methods for dilution antimicrobial susceptibility testing of anaembic bacteria.

PRESENTAZIONE / PRESENTATION

Prodotio / Product REF ?
MCFARLAND 0.5 BARIUM SULPHATE STANDARD 80400 1
MEFARLAND 1.0 BARIUM SULPHATE STANDARD 50401 I
MCFARLAND 2.0 BARIUM SULPHATE STANDARD BO4D2 1
MEFARLAND 3.0 BARIUM SULPHATE STANDARD B0403 1
MEFARLAND 4.0 BARIUM SULPHATE STANDARD BO4D4 [
MEFARLAND STANDARD SET (McFARLAND 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0) B0405 5

TABELLA DEI SIMBOLI / TABLE OF SYMBOLS

Codice del lotto V Contenuts sufficiente per <n> sapgi Fabbiricante Mon rivtilizzare
Batch Code Content sufficient for <n> fests Manufactures Do not reuse
[REF] Numero di catalogp T Attenzione, vedare le istruzioni per I'isa E Fragile, maneggiare con cura
Catalogue Murmber AT O, S INSTUCtIONS for use Fragile, handle with care

LIOFILCHEM®5.r.L.

‘fia Scozia, Zona Ind.le - 64006, Roseto degli Abruzzi (TE) - ITALY

Rew3 710002004

Tel +39 0858930745 Fax +39 0858930330 Website: wwwlioflichem.net E-mail: liofilchern@liofilchem.net
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Anexo 8: Informe de ensayo microbiol6gico
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INFORME DE ENSAYO N2 SQ221116.01

SOLICITUD DE ENSAYO
SOLICITANTE

DIRECCION DEL SOLICITANTE
PROCEDENCIA DE LA MUESTRA
PROCEDIMIENTO DE MUESTREO

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA

CANTIDAD Y DESCRIPCION DE LA MUESTRA

LUGAR, FECHA Y HORA DE MUESTREO
FECHA Y HORA DE RECEPCION
CONDICIONES A LA RECEPCION
FECHAS DE INICIO DEL ANALISIS
FECHAS DE TERMINO DEL ANALISIS
FECHAS DE EMISION

1 SQE 221017.01

: SANCHEZ UGARTE, FRANK CORNELIO

. Noindica

: Proporcionado por el cliente ")

: No aplica

: M1: Clorhexidina al 0,12%. Marca “ORALGENE" (")

M2: CPC 0,07%. Marca “VITIS™ ("

M3: Clorhexidina al 0,12% + CPC 0,07%. Marca “PERIO.AID" ("
M4: Anfotericina B (10ug). Marca: “LIOFILCHEM"

MS: Suero fisiclogico al 0,85%

: M1: Una (01) unidad de 500mL

M2: Una (01) unidad de 500mL
M3: Una (01) unidad de 150mL
M4: Una (01) caja de 250 unidades
M5: Una (01) unidad de 100mL

1 No aplica

: 17 de octubre del 2022/ 17:00h
: Temperatura ambiente

: 26 de octubre del 2022

: 14 de noviembre del 2022

: 16 de noviembre del 2022

RESULTADOS DE ENSAYO MICROBIOLOGICO: ANTIBIOGRAMA

Halo de inhibicién de las sustancias de prueba frente a Candida albicans ATCC 10231 en milimetros (mm) a las 24 horas
en agar Mueller Hinton
M1: Clorhexidina al M2: CPC 0,07% M3: Clorhexidina al M4: AnfotericinaB | MS: Suero fisiologico
0,12% ® 0,12% + CPC 0,05% (10ug) al 0.85%

1 2551 1582 11,30 2306 0,00
2 19,86 1319 12,76 2372 000
3 2452 18,60 14,25 2386 0,00
4 1994 16,15 1322 2285 000
5 1828 19.24 17,96 2239 0,00
(3 1790 16.77 1782 2352 0,00
7 1810 1601 18,20 2500 000
8 1648 16.97 14,81 269 0,00
9 2020 1446 1590 2412 000
10 2212 16,32 11,68 2518 0.00
1" 2750 1875 12,05 2341 000
12 2171 1363 1300 2307 000
13 2260 18,70 1742 2796 000
14 1958 15.04 1523 218 0,00
15 2075 020 16,14 2240 0,00

Los resutados de bos ensayos conesponden solo & lafs) muesirals) ensayadals) Los sesutados ro deben ser Ul
o .90 :

ertided que lo produce. Queda ol del o
o pitiica y 5 roguin por las deposiciones penaies y arekes on la markna.

ibs por SCIENTFIC QUALITY SAC. Is

izados como ura cartficackin de conformidad con nomias de producto ¢ comeo certicado del sistema de caldad de b

defilo cortra bs

RD1-PO3-GL. Ver. 01

Pagina 1de 4

Direccion: Av. Maria Relche M2N Lote 1. Villa E1 Salvador, Lima. ©+ s/ 999368847, Carec «/ectroi-o: laboratorio@sclentificqualty.org. /<1 www.sclentificquality.org
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INFORME DE ENSAYO N2 SQ221116.01

16 17,38 16,85 14,56 20,23 0,00
17 1492 15,06 1748 19,84 0,00
18 17,03 1371 1234 2131 0,00
19 17,25 15,79 1387 23,90 0,00
20 18,77 1747 1231 2311 0,00
21 16,30 1434 10,79 219 0,00
22 18,00 15,75 1151 2145 0,00
23 2134 18,04 1290 21,16 0,00
24 1821 17,35 1312 2382 0,00
25 2132 13,62 1868 2224 0,00
26 17,36 14,26 1467 2295 0,00
27 20,65 15,07 14,57 22,36 0,00
28 17,70 19,51 1395 231 0,00
29 18,02 13,10 1428 2428 0,00
30 17,28 15,86 1510 2334 0,00

LA

S %
> &0
VB

g
LAFIRSTORIN

Halo de inhibicion de las sustancias de prueba frente a Candida albicans ATCC 10231 en milimetros (mm) a las 48 horas

en agar Mueller Hinton

NiReplics on placa Petr M1: Clorhexidina al W2 CPC007% | M3: Clorhexidinaal | Mé: Anfofericina B | M5: Suero fisiolégico
: -CRCD) 0,12% + CPC 0,05% (10ug) a1 0.85%
1 2540 1571 1119 2295 000
2 1975 13,08 12,65 2362 000
3 241 1851 1416 2375 000
a 1984 16,05 1310 273 0,00
5 1817 19,15 1785 2230 0,00
6 1776 16,64 1771 2340 000
7 17.99 15,90 18,09 2%9 000
8 1641 1688 1472 26,80 000
9 2012 1435 1578 24,00 0,00
10 2200 1621 1158 2510 000
1 2739 1862 1194 2330 000
12 2663 1350 1292 2295 000
13 2248 18,64 1730 2785 0,00
14 1947 1492 15,11 2210 0,00
15 2063 2011 16,02 2226 000
1 1726 1674 1445 2012 000
17 1480 149 1737 1975 000
18 1691 1362 1249 2120 000

fe piblica y se regula por las disposiciones penales y civiles en la materia.

6n o uso indebido del

Los resultados de los ensayos corresponden solo a lajs) muestra(s) ensayada(s). Los resultados no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad con normas de producto o como certificado del sistema de calidad de la
entidad que lo produce. Queda prohibida la reproduccion parcial o total del presente informe, sin la autorizacién escrita por SCIENTIFIC QUALITY SAC. la

constituye un delito contrala

R01-P03-GL. Ver. 01

Péagina2de 4

Uireccion: Av. Maria Reiche Mz.N Lote 1. Villa El Salvador. Lima. Cciular 999365647, Correo electionico: laboratorio@scientificquality.org. //eb- www.scientificquality.org
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INFORME DE ENSAYO N2 SQ221116.01

19 1714 15,68 13,72 2378 0,00
20 18,65 17,35 1219 23,00 0,00
21 16,19 1425 10,70 22,10 0,00
22 17,92 15,63 11,40 21,36 0,00
23 2122 17,96 12,79 21,05 0,00
24 18,10 17.24 13,00 23,70 0,00
25 2120 1351 18,58 2,15 0,00
26 17,25 14,15 14,55 22,84 0,00
27 2054 14,95 14,50 2225 0,00
28 1757 19,40 13,88 23,00 0,00
29 17,94 12,96 14,16 24,16 0,00
30 1747 15,75 14,99 2322 0,00

N° Replica en placa Petri

Halo de inhibicién de las sustancias de prueba frente a Candida albicans ATCC 10231 en milimetros (mm) a las 72 horas

en agar Mueller Hinton

M1: Clorhexidina al

M3: Clorhexidina al

M4: Anfotericina B

M5: Suero fisiolégico

0,12% M2:CPCO.07% | 4 159, + CPC 0,05% (10ug) 21 0.85%
1 2526 1560 1110 22,84 0,00
2 1960 129 1254 2354 0,00
3 2420 1838 1404 23,64 0,00
3 1972 1594 1296 262 000
5 1806 19,03 1778 2219 000
6 1762 16,54 1760 2331 000
7 1788 1578 1796 2481 000
8 1628 1676 1460 26,69 000
9 2000 1424 1570 23,67 000
10 2186 16,11 1146 25,00 000
1 2725 1848 1182 23,16 000
12 2642 1338 1280 22,89 000
13 2238 1852 17418 2773 000
14 1934 14,80 15,00 22,05 000
15 2042 20,00 1590 215 000
16 1714 1662 1434 2002 000
17 14,66 1482 17.26 1963 000
18 16,80 1354 12,40 2109 0,00
19 17,00 1556 1370 2367 000
2 1852 1720 12,08 2291 000
2 16,08 1416 1058 2199 000

Los resultados de los ensayos corresponden solo a la(s) muestra(s) ensayada(s). Los resultados no deben ser ufilizados como una cerfificacién de conformidad con normas de preducto o como cerfificado del sistema de calidad de la
entidad que lo produce. Queda prohibida la reproduccion parcial o total del presente informe, sin la autorizacion escrita por SCIENTIFIC QUALITY S.A.C., la adulteracion o uso indebido del presente informe constituye un delito contra la
fe pblica y s regula por las disposiciones penales y civiles on la materia.

R01-P03-GL. Ver. 01

Pégina 3 de 4
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INFORME DE ENSAYO N2 5Q221116.01

2 1780 1552 138 2126 000
7 212 1781 1268 2 000
5 179 1716 1286 2350 000
% 2109 1340 1846 20 000
% 714 1404 1444 2n 000
27 2044 1482 1438 213 0,00
% 1742 1928 1376 289 000
2 1786 1286 1406 2406 000
a0 1704 1560 1488 210 000
oORo
V__-'_-
7 METODOS DE ENSAYO
ENSAYOS NORMA DE REFERENCIA
ANTIBIOGRAVA Toonica do Kirby-Baver. Mélodo de Gsco G0 Gfusion on agar.
OBSERVACIONES:

(1): Los resultados se aplican a ta muestra tal como se recibid en el laboratorio,

Jlﬁu Vilcapuma
Gerente de Laboratorio
' C.B.P.14090

fo pubica y 3¢ roguls parias dsposconos penalos y avikes onia matona.

Los resulindon de los esayos CONUIPONden $00 & laie] muestinis) enssyadais) Los rmeulados no deben ser
ontriad quo lo produce. Quods prohideda la reproducaién paraial o Sotal del presentes informe. s la aulorizacitn esarm por szlENYﬂc OUWYVSAC 1 adulerscdn © u30 iIndebxdo del prasento informe cossituye un delto contra b

de products 0 como certficado del sisterna de caldad de o

RO1-PO3.GL. Ver 01

* Oieccion Av. Maria Relche MN Lote 1. Villa E1 Saivador, Lima, 1./ 999388847, Ccr+c ¢/ecir1/co laboratorio@sclentificquality.org. 1/« www scientificquality org
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Anexo 9: Constancia de eliminacion de residuos biolégicos

’0'_'.1‘ Scientific
\_tg Quality

CONSTANCIA

La empresa SCIENTIFIC QUALITY S.A.C. hace constar que se ha eliminado adecuadamente los
residuos bioldgicos del trabajo de Tesis “EFECTO ANTIFUNGICO DE LOS COLUTORIOS ORALES
FRENTE A CEPAS DE CANDIDA ALBICANS. ESTUDIO IN VITRO” como indica nuestro Instructivo de
Bioseguridad y eliminacion de residuos biologicos del Laboratorio de microbiologia 101-P10-GL, el
cual indica que los materiales de ensayo biocontaminados se dividiran en materiales de vidrio y
descartables. Ambos serdn colocados, por separado, en bolsas de riesgo biolégico y se colocardn en
la autoclave para su proceso a 1212C por 30 minutos.

Luego del proceso de autoclavado, los materiales de vidrio se lavaran y pasaran controles de calidad
para ser reutilizados. Con respecto al material descartable, al haber sido minimizado, tratado,
eliminando el riesgo significativo; se realiza su disposicién final como residuo sélido municipal
segtin Ley N2 27314,, Ley General de Residuos Sélidos. Titulo IV. Articulo 27, inciso 2, el cual dice:

/) “27.2 La prestacion de servicios de residuos solidos por pequefias y microempresas estard
restringida a los residuos del éambito de la gestion municipal, conforme a las disposiciones
reglamentarias que al efecto se dicten para promover su participacion”.

Lima, 18 de noviembre del 2022

f 7]
Mblgo. Oniet Elids Juarez Vilcapuma
Gerente de Laboratorio

- C.B.P.14090

Direzclon Av. Maria Reiche Mz.N Lote 1. Villa El Salvador. Lima Ce/ular 999365647, Coreo electironico. laboratorio@scientificquality.org. Ve www.scientificquality.org
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Anexo 10: Informe de Turnitin

Reporte de similitud

NOMBRE DEL TRABAJO AUTOR

Tesis Frank Sanchez

RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES
11373 Words 60115 Characters

RECUENTO DE PAGINAS TAMANO DEL ARCHIVO

49 Pages 323.6KB

FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME

Mar 12, 2023 9:16 PM GMT-5 Mar 12,2023 9:17 PM GMT-5

® 9% de similitud general
El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada base ¢

* 9% Base de datos de Internet * 1% Base de datos de publicaciones
« Base de datos de Crossref » Base de datos de contenido publicado de Crossr
* 2% Base de datos de trabajos entregados

® Excluir del Reporte de Similitud

» Material citado « Coincidencia baja (menos de 10 palabras)

Resumen



Reporte de similitud
® 9% de similitud general
Principales fuentes encontradas en las siguientes bases de datos:
* 9% Base de datos de Internet * 1% Base de datos de publicaciones
» Base de datos de Crossref » Base de datos de contenido publicado de Crossr

* 2% Base de datos de trabajos entregados

FUENTES PRINCIPALES

Las fuentes con el mayor nimero de coincidencias dentro de la entrega. Las fuentes superpuestas no se
mostraran.

repositorio.uwiener.edu.pe

3%
Internet
repositorio.unphu.edu.do 1%
(+]
Internet
dentaid.co o
<1%
Internet
1library.co
N <1%
Internet
hdl.handle.net "
<1%
Internet
elsevier.es
<1%
Internet
uic.es
<1%
Internet
uwiener on 2023-01-20 "
<1%

Submitted works

Descripcion general de fuentes
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Anexo 11: Informe del asesor

gﬁ% INFORME DEL ASESOR

Norbert Wiener

Lima, 13 de enero del 2023

Dra. Esp. Brenda Vergara Pinto

Directora de la EAP de Odontologia
Universidad Privada Norbert Wiener
Presente.-

De mi especial consideracion:
Es grato expresarle un cordial saludo y como Asesor de tesis titulada: “Efecto
antifungico de los colutorios orales frente a cepa de Candida albicans - estudio in vitro
en Lima, 2022”, desarrollada por el egresado Sanchez Ugarte Frank Cornelio; para la
obtencién del Titulo Profesional de Cirujano Dentista; ha sido concluida satisfactoriamente.

Al respecto informo que se lograron los siguientes objetivos:
- Orientar la investigacién para lograr los objetivos de la misma.

- Revisar el informe final en sus resultados, discusion, conclusiones y recomendaciones.
- Aprobar la tesis para su sustentacion.

Atentamente,

Firma del Asesor
Mg. Esp. Marroquin Garcia Lorenzo Enrique

UPNW-GRA-FOR-014 Vo1



Anexo 12: Fotos

EQUIPAMIENTO

Autoclave Incubadora Estufa digital

b
r_— - B e — .

Regla Vernier digital Micropipeta

p

Bario termostatico
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Vortex

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS
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CEPA MICROBIANA E INSUMOS PARA ANTIBIOGRAMA

J
|

| gl
E' >0
g,, .
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¢

Cepa de Candida albicans ATCC 10231
en suero fisiologico al 0.85% y Caldo BHI

Cepa de Candida albicans ATCC 10231
Agar Saboraud dextrosa

/Mchrland Equivalence Turbidity Standard \
Visual Comparison Card

>

Tarjeta de comparacion visual para el
estandar de turbidez McFarland

Discos antibiograma Anfotericina B (10ug)

Discos en blanco antibiograma
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1.PREPARACION DEL AGAR MUELLER HINTON

- Pesaje del agar Mueller Hinton:

Luego el frasco de agar Mueller Hinton (Color &mbar) se autoclavo y
se estabilizé la temperatura del Agar Mueller Hinton a 45°C en bafio
termostatico antes de su traslado en placas Petri.

75



- Traslado del agar Mueller Hinton (Frasco con medio color &mbar),

en esterilidad, alas placas Petri esterilizadas en estufa digital (mechero de bunsen encendido).

- Preparacién a partir de cultivo en agar Saboraud dextrosa de Candida albicans ATCC

10231, del patrén 0,5 de McFarland. Comparacion con el estandar comercial.

~ A
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- Inoculacién con hisopo estéril de la cepa Candida albicans ATCC 10231 a las placas deagar

Mueller Hinton.

- Colocacién con pinza estéril de los discos antibiograma en blanco en las placas de agarMueller

Hinton cultivadas con Candida albicans ATCC 10231.

77
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- Procedimiento de inoculacion de 10ul de las sustancias de prueba (Digluconato de clorhexidina

al 0.12%, CPC al 0.07% y Digluconato de clorhexidina al 0.12% méas CPC AL 0.05%) con

micropipeta, en esterilidad, frente al mechero de bunsen.

Inoculacidn a los discos antibiograma de Digluconato de clorhexidina al 0,12%

d =) d )
T Y

.’
%)

8

Inoculacidn a los discos antibiograma con Cloruro de cetilpiridinio (CPC) al 0.07%

Inoculacion a los discos antibiograma con Digluconato de clorhexidina al 0.12% mas CPC al
0.05%

i j




Discos antibiograma con Anfotericina (10ug)
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Inoculacidn a los discos antibiograma con Suero fisioldgico al 0. 85%
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2. COLOCACION DE LAS PLACAS PETRI CON AGAR MUELLER HINTON

inoculadas con Candida albicans con los discosantibiograma conteniendo las sustancias de

prueba en la incubadora a 32°C por los periodos de tiempo de 24, 48 y 72 horas.
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3. RESULTADOS
Después del tiempo de incubacion, las placas Petri se sacan del equipo y se miden con una regla
Vernier digital y una lupa de 4 aumentos de un contador de colonias de fondo oscuro que dara
contraste para observar detalladamente los halos de inhibicion de las sustancias de prueba frente a

Candida albicans.

&/
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Diferencias entre lecturas de Gluconato de Clorhexidina al 0.12% de 24, 48 y 72horas

Halo de inhibicién a las 24 horas de
Gluconato de Clorhexidina al 0.12%
(Placa 8. Disco 29)

Halo de inhibicién a las 48 horas de
Gluconato de Clorhexidina al 0.12%
(Placa 8. Disco 29)

Halo de inhibicién a las 72 horas de
Gluconato de Clorhexidina al 0.12%(Placa
8. Disco 29)



Diferencias entre lecturas de Gluconato de Clorhexidina al 0.12% en combinacién con

Cloruro de cetilpiridinio al 0.05% de 24, 48 y 72 horas.

Halo de inhibicién a las 24 horas de CHX
0.12% en combinacién con CPC 0.05%
(Placa 8. Disco 30)

Halo de inhibicion a las 72 horas de CHX
0.12% en combinacién con CPC 0.05%
(Placa 8. Disco 30)

Halo de inhibicion a las 48 horas de CHX
0.12% en combinacién con CPC 0.05%
(Placa 8. Disco 30)
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Diferencias entre lecturas de Cloruro de cetilpiridinio al 0.07% de 24, 48 y 72 horas

mm/inch

Halo de inhibicion a las 24 horas
de Cloruro de cetilpiridinio al

0.07% (Placa 5. Disco 18)

mmvinch
Halo de inhibicion a las 48 horas de
Cloruro de cetilpiridinio al 0.07%
(Placa 5. Disco 18)

Halo de inhibicién a las 72 horas de
Cloruro de cetilpiridinio al 0.07%
(Placa 5. Disco 18)



Diferencias entre lecturas de Anfotericina B de 24, 48 y 72 horas

mmv/inch

Halo de inhibicion a las 24 horas de
Anfotericina B (Placa 9. Disco 25)

Halo de inhibicién a las 72 horas de
Anfotericina B (Placa 9. Disco 25)

Halo de inhibicion a las 48 horas de
Anfotericina B (Placa 9. Disco 25)
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Fotos de placa Petri con discos antibiograma inoculados con Gluconato declorhexidina al 0.12% a las

72 horas.
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Fotos de placa Petri con discos antibiograma inoculados con Gluconato declorhexidina al 0.12% en

combinacion con Cloruro de cetilpiridinio al 0.05% a las 72 horas.
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Fotos de placa Petri con discos antibiograma inoculados con Cloruro de cetilpiridinio al 0.07% a las72

horas.
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Fotos de placas Petri con discos antibiograma con Anfotericina B 10ug (Control positivo) a las 72 horas.
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Fotos de placas Petri con discos antibiograma inoculados con Suero fisiol6gicoal 0.85% (Control

negativo) a las 72 horas.
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4. ELIMINACION DE LOS RESIDUOS BIOLOGICOS DEL ENSAYO

Las placas Petri y otros residuos bioldgicos se colocaron en bolsas rojas y seautoclavaron

segun procedimiento.
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PLACAS CONTAMINADAS

,{/ ,' ”c u rl "‘“
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Ejemplo de placas contaminadas
en prueba piloto con el
Colutorio de Clorhexidina al

0.12%. Marca “Oralgene”.
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